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ABREVIATURAS 
1. PARÁMETROS CONVENCIONALES 
WBC: Recuento de leucocitos 
BASO#: Recuento de basófilos absoluto 
BASO%: Porcentaje de basófilos 
NRBC#: Recuento de eritroblastos absoluto 
NRBC%: Porcentaje de eritoblastos 
NEUT#: Recuento de neutrófilos absoluto 
NEUT%: Porcentaje de neutrófilos 
LYMPH#: Recuento de linfocitos absoluto 
LYMPH%: Porcentaje de linfocitos 
MONO#: Recuento de monocitos 
MONO%: Porcentaje de monocitos 
EO#: Recuento de eosinófilos 
EO%: Porcentaje de eosinófilos 
IG#: Recuento de granulocitos inmaduros 
IG%: Porcentaje de granulocitos inmaduros con respecto al recuento total de leucocitos 
RET#: Recuento de reticulocitos 
RET%: Porcentaje de reticulocitos 
RBC: Recuento de Hematíes 
HCT: Hematocrito 
MCV: Volumen corpuscular medio 
RDW-SD: Amplitud de distribución de los hematíes (desviación estándar) 
RDW-CV: Amplitud de distribución de los hematíes (coeficiente de variación) 
PDW: Amplitud de distribución de las plaquetas  
MPV: Volumen medio plaquetario 
PCT: Plaquetocrito 
MCH: Hemoglobina corpuscular media 
MCHC: Concentración de hemoglobina corpuscular media 
HGB: Concentración de hemoglobina 
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2. PARÁMETROS CLÍNICOS AVANZADOS 
RET-He: Equivalente de hemoglobina de los reticulocitos, refleja la hemoglobinización de la 
población de reticulocitos. Es útil en el diagnóstico y monitorización de la anemia 
ferropénica de una forma más temprana que el resto de parámetros clásicos pues refleja el 
aporte de hierro actual de la eritropoyesis. 
 
IRF: Fracción de reticulocitos inmaduros. Sirve para medir la respuesta de la médula osea y 
se calcula por medio de los parámetros: 
LFR: Porcentaje de reticulocitos de baja fluorescencia 
MFR: Porcentaje de reticulocitos de fluorescencia media 
HFR: Porcentaje de reticulocitos de alta fluorescencia 
 
PLT-F: Recuento de plaquetas marcadas fluorescentes. Parámetro de alta precisión para el 
recuento de plaquetas en muestras trombocitopénicas. 
 
IPF: Fracción de plaquetas inmaduras. Útil en el seguimiento de la trombocitopenia, refleja la 
actividad trombocitopoyética en la médula ósea. 
 
P-LCR: Porcentaje de plaquetas grandes. 
 
3. PARÁMETOS DE INVESTIGACIÓN 
HFLC: Recuento de linfocitos de alta fluorescencia. Representa células activadas (células 
plasmáticas/linfocitos B productores de anticuerpos). Un recuento elevado es una 
indicación de una respuesta inmune a enfermedades infecciosas si previamente se  
descarta la presencia de  enfermedades hematológicas sistémicas. 
 
NE-SSC: Intensidad de dispersión lateral de la de la luz del área neutrófilos. El Side Scatter 
nos ofrece información sobre la complejidad celular como, por ejemplo, los orgánulos, 
vacuolas y otras inclusiones citoplásmicas. La hipergranulación tóxica es signo de una 
infección bacteriana, ayuda al diagnóstico de sepsis. Por el contrario, la hipogranulación 
junto con otros parámetros puede ser signo de un síndrome mielodisplásico. 
 
NE-WX: Complejidad cellular de neutrófilos y su amplitud de distribución. Es una medida 
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NE-SFL : Intensidad de fluorescencia de la luz del área de los neutrófilos. La 
fluorescencia nos indica la cantidad de ADN y ARN presente en la célula, refleja la 
reactividad de los neutrófilos, representando su actividad metabólica que se encuentra 
aumentada en la infección bacteriana. 
 
NE-WY : Intensidad de fluorescencia de neutrófilos y su amplitud de distribución. Es una 
medida de la heterogeneidad de los neutrófilos con respecto a NE-SFL. 
 
NE-FSC: Intensidad de dispersión hacia adelante de la luz en el área de los neutrófilos. El 
Forward Scatter nos indica el volumen de la célula; el tamaño aumentado indica 
reactividad en neutrófilos. 
 
NE-WZ : Tamaño de neutrófilos y su amplitud de distribución. Es una medida de la 
heterogeneidad de los neutrófilos con respecto a NE-FSC. 
 
LY-X: Intensidad de dispersión lateral de la de la luz del área de linfocitos. Informa sobre la 
complejidad celular como, por ejemplo, los orgánulos presentes en los linfocitos granulares. 
 
LY-WX: Complejidad de linfocitos y su amplitud de distribución. Es una medida de la 
heterogeneidad de los linfocitos con respecto a LY-X. 
 
LY-Y: Intensidad de fluorescencia de la luz del área de los linfocitos. La fluorescencia 
nos indica la cantidad de ADN y ARN presente en la célula, refleja la reactividad de los linfocitos, 
representando la actividad metabólica característica de los linfocitos reactivos en infecciones 
virales o de los blastos en las leucemias. 
 
LY-WY: Intensidad de fluorescencia de linfocitos y su amplitud de distribución. Es una 
medida de la heterogeneidad de los linfocitos con respecto a LY-Y. 
 
LY-Z: Intensidad de dispersión hacia adelante de la luz en el área de los linfocitos. Indica el 
volumen de la célula; el tamaño es característico de los linfocitos reactivos en infecciones 
virales o de las células plasmáticas y blastos en leucemias. 
 
LY-WZ: Tamaño de linfocitos y su amplitud de distribución. Es una medida de la 
heterogeneidad de los linfocitos con respecto a LY-Z. 
 
MO-X: Intensidad de dispersión lateral de la de la luz del área de monocitos. Informa sobre 
la complejidad celular como orgánulos, vacuolas y otras inclusiones citoplásmicas. 
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MO-WX: Complejidad celular de monocitos y su amplitud de distribución. Es una medida 
de la heterogeneidad de los monocitos con respecto a MO-X. 
 
MO-Y: Intensidad de fluorescencia de la luz del área de los monocitos. La fluorescencia 
nos indica la cantidad de ADN y ARN presente en la célula, representando su actividad 
metabólica (monocitos activados, monoblastos). 
 
MO-WY: Intensidad de fluorescencia de monocitos y su amplitud de distribución.  Es una 
medida de la heterogeneidad de los monocitos con respecto a MO-Y. 
 
MO-Z: Intensidad de dispersión hacia adelante de la luz en el área de los monocitos. Indica 
el volumen de la célula. 
 
MO-WZ: Tamaño de monocitos y su amplitud de distribución. Es una medida de la 
heterogeneidad de los monocitos con respecto a MO-WZ. 
 
RBC-O: Recuento RBC calculado desde el canal RET. 
 
MicroR: Porcentaje de hematíes microcíticos (micro RBC). Junto con otros parámetros sirve 
para distinguir la anemia debida a deficiencia de hierro de la talasemia. 
 
MacroR: Porcentaje de hematíes macrocíticos (Macro RBC). 
 
HYPO-He: Eritrocitos hipocrómicos.  Junto con otros parámetros sirve para distinguir la 
anemia debida a la deficiencia de hierro de la talasemia. 
 
HYPER-He: Eritrocitos hipercrómicos.  
 
RET-Y: Valor derivado del diagrama de dispersión de RET (reticulocitos) para determinar el 
valor de RET-He. 
 
FRC: Eritrocitos fragmentados. Útil en la búsqueda de esquistocitos para el screening de 
microangiopatías. 
 
RPI: Índice de producción de reticulocitos. Marcador de respuesta activa de la médula ósea 
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I. ABSTRACT 
1. Local verification between the hematological analyzers Sysmex XN-series and 
XE-5000  
Introduction: The aim of this study was to perform a verification of the hematology analyzer 
Sysmex XN-2000 by comparing with the previous XE-5000. This study assessed the precision and 
carryover on the XN-2000 and the systematic error between the both counters according to 
desirable biological variability criterion and a flag comparison study.  
Methods: Within-run precision and between-batch precision were measured according to the ICSH 
guidelines. A comparative study was gperformed analyzing two hundred and sixty samples of 
peripheral blood from patients. The statistical study was conducted using the Passing-Bablok and 
Bland-Altman analyses. The leucocyte flag comparison was made by measuring the efficiency rate.  
Results: Between-batch precision was lower than that recommended by the biological variability 
criterion and manufacturer specifications. The comparison gave nonagreement results for 
neutrophil and basophil counts according to the criterion of biological variability. Erythroblasts and 
immature granulocytes showed nonagreement, but there is no available biological variation 
database for these parameters to compare with. Nevertheless, excellent absolute agreement was 
found for red blood cell parameters, and for platelet, lymphocyte, monocyte, and eosinophil 
counts.  
Conclusions: The global results obtained for the precision, comparability, and efficiency provide a 
satisfactory integration of the XN-2000 in the core laboratory routine and accomplish an optimal 
reliability.  
 
2. Stability of leukocyte research parameters over time on the Sysmex XN: How to 
quantify the changes in cell morphology  
Introduction: Research parameters of the Sysmex XN-series provide information about the cell 
morphology. The aim is to quantify time-dependent changes of conventional and research 
parameters and propose correction factors to be applied to the parameters, which revealed 
significant changes.  
Methods: 284 EDTA blood samples were processed from 0 hours-12 hours and the mean 
percentage change ( t%) of the leukocyte parameters was calculated. Stability was evaluated 
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according to three criteria: metrology criteria according to the between-batch analytical variation, 
metrology criteria according to within-run analytical variation, by which t % could not exceed the 
Minimum Significant Change (MSC = [±1.65*CV%]) and Biological criteria based on intraindividual 
biological variation, by which t% could not exceed the Desirable Significant Change (DSC = 
[±0.5*CVD %]). Mean deviation percentage of the parameters, which suffer significant changes was 
calculated and a multiplying factor was obtained to correct the signal deviation. Stability of 
abnormal leukocyte flags was also evaluated.  
Results: Most of the cell count parameters are considered stable according to MSC and DSC. 
However, several research parameters of neutrophils and lymphocytes show alterations in stability 
after 4 hours, even when their respective cell count parameters are stable.  
Conclusion: Morphological variations of neutrophils and lymphocytes can be quantified. This data 
can be used to correct the deviation in samples that cannot be analyzed before 4 hours.  
 
3. Red Blood Cells and Platelets Conventional and Research Parameters: Stability 
Remarks Before Their Interpretation 
Objectives: To analyze the stability of red blood cells, platelets, and reticulocytes of the research 
parameters, in combination with the respective conventional parameters, for each analyte; and to 
quantify the morphological changes in these analytes, to propose a correction factor for each.  
Methods: Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) blood specimens from patients were reanalyzed 
in 2-hour intervals and then, the mean percentage ( t%) changes were calculated. To evaluate the 
stability of the analyzed material, we used different criteria according to within-run and between-
batch analytical variation, as well as intraindividual biological variation. Next, the mean deviation 
percentage of the parameters that undergo time-dependent significant changes was calculated, to 
obtain a correction factor.  
Results: Several conventional and research parameters showed significant alterations in the 
stability at an early time after arrival at the laboratory.  
Conclusion: Cell variations over time can be quantified and corrected by applying a multiplying 
factor to the signal obtained in the analyzer.  
Keywords: stability; Sysmex XN; cell population data; cell population data parameters; preanalytical 
error; research parameters. 
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I. RESUMEN 
1. Local verification between the hematological analyzers Sysmex XN-series and 
XE-5000  
Introducción: El objetivo de este estudio fue realizar una verificación del analizador de hematología 
Sysmex XN-2000 comparándolo con el anterior XE-5000. Este estudio evaluó la precisión y el 
arrastre en el XN-2000, el error sistemático entre ambos analizadores según el criterio de 
variabilidad biológica deseable, así como un estudio comparativo de alarmas. 
Métodos: La imprecisión intradia se midió de acuerdo con las directrices de ICSH. Se realizó un 
estudio comparativo analizando doscientas sesenta muestras de sangre periférica de pacientes. El 
estudio estadístico se realizó empleando los análisis de Passing-Bablok y Bland-Altman. La 
comparación de alarmas de leucocitos se realizó midiendo la tasa de eficiencia. 
Resultados: La imprecisión intradía fue menor que la recomendada por el criterio de variabilidad 
biológica y las especificaciones del fabricante. La comparación mostró resultados no 
intercambiables para los recuentos de neutrófilos y basófilos según el criterio de variabilidad 
biológica. Los eritroblastos y los granulocitos inmaduros no mostraron intercambiabilidad, pero no 
hay una base de datos de variación biológica disponible para comparar estos parámetros. Sin 
embargo, se obtuvo una excelente intercambiabilidad absoluta para los parámetros de los 
hematíes y para los recuentos de plaquetas, linfocitos, monocitos y eosinófilos. 
Conclusiones: Los resultados globales obtenidos para la precisión, intercambiabilidad y eficiencia 
muestran una integración satisfactoria del equipo XN-2000 en la rutina del laboratorio y logran una 
confiabilidad óptima. 
 
2. Stability of leukocyte research parameters over time on the Sysmex XN: How to 
quantify the changes in cell morphology  
Introducción: Los parámetros de investigación de la serie Sysmex XN proporcionan información 
sobre la morfología celular. El objetivo es cuantificar los cambios dependientes del tiempo en los 
parámetros convencionales y de investigación. Asimismo, se propone el cálculo de un factor de 
corrección en aquellos parámetros que sufren alteraciones significativas por pérdida de estabilidad. 
Métodos: Se procesaron 284 muestras de sangre con EDTA de 0 horas a 12 horas y se calculó el 
cambio porcentual medio ( t%) de los parámetros leucocitarios. La estabilidad se evaluó de 
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acuerdo con tres criterios: criterio metrológico de acuerdo con la variación analítica (CV) intradía, 
criterio metrológico de acuerdo con la variación analítica interdía, por la que t% no debe exceder 
el cambio mínimo significativo (MSC = [± 1,65 * CV%]) y Criterio biológico basado en la variación 
biológica intraindividual (CVD), según el cual  t% no debe exceder el Cambio Significativo 
Deseable (DSC = [± 0.5 * CVD%]). Se calculó el porcentaje de desviación media de los parámetros 
que sufren cambios significativos y se obtuvo un factor multiplicador para corregir la desviación de 
la señal. También se evaluó la estabilidad de los indicadores de leucocitos anormales. 
Resultados: La mayoría de los parámetros que expresan recuentos celulares se consideran estables 
según MSC y DSC. Sin embargo, varios parámetros de investigación de neutrófilos y linfocitos 
muestran alteraciones en la estabilidad después de 4 horas, incluso cuando sus respectivos 
parámetros de recuento celular son estables.  
Conclusiones: Se pueden cuantificar las variaciones morfológicas de neutrófilos y linfocitos. Estos 
datos se pueden utilizar para corregir la desviación en muestras que no se pueden analizar antes de 
4 horas.  
 
3. Red Blood Cells and Platelets Conventional and Research Parameters: Stability 
Remarks Before Their Interpretation 
Introducción: En este estudio se analiza la estabilidad de los parámetros convencionales y de 
investigación en hematíes, reticulocitos y plaquetas con el fin de cuantificar los cambios 
morfológicos que experimentan en función del tiempo. Finalmente se calcula un factor de 
corrección aplicable a todos aquellos parámetros que sufren alteraciones significativas en la 
estabilidad. 
Métodos: Se volvieron a analizar muestras de sangre de pacientes con ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) en intervalos de 2 horas y, a continuación, se calcularon los 
cambios porcentuales medios ( t%). Para evaluar la estabilidad del material analizado, utilizamos 
diferentes criterios de acuerdo con la variación analítica intradía e interdía, así como la variación 
biológica intraindividual. A continuación, se calculó el porcentaje de desviación media de los 
parámetros que sufren cambios significativos dependientes del tiempo, para obtener un factor de 
corrección. 
Resultados: Varios parámetros convencionales y de investigación mostraron alteraciones 
significativas en la estabilidad en un momento temprano tras su llegada al laboratorio. 
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Conclusiones: Las variaciones que sufren las células a lo largo del tiempo se pueden 
cuantificar y corregir aplicando un factor multiplicador a la señal obtenida en el analizador. 
Keywords: stability; Sysmex XN; cell population data; cell population data parameters; preanalytical 
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II. PREÁMBULO 
Esta tesis es un compendio de tres trabajos realizados durante el periodo de doctorado y 
durante mi periodo de formación como especialista en Análisis Clínicos en el Laboratorio 
Hospital Universitario Donostia (LHUD).  
Cuando se inició esta tesis, el analizador que se utilizaba en el LHUD era el modelo XE-5000 
de la casa comercial Sysmex; se empleaban varios equipos dispuestos en fila 
consecutivamente con el fin de optimizar el procesamiento de muestras del hemograma. 
Sin embargo, la salida al mercado de los nuevos analizadores Sysmex XN-2000 suponía una 
mejora en la especificidad, mayor rapidez en el procesamiento de muestras y, por tanto, 
una mejora en el flujo de trabajo. Como consecuencia de este cambio de analizadores 
surge el primer artículo de investigación de esta tesis, que es un estudio de comparación 
de métodos de medida entre el analizador en uso (Sysmex XE-5000) y el que pretendía 
implantarse (Sysmex XN-2000). 
Por otro lado, la unificación de laboratorios en Guipúzcoa, como objetivo principal del Plan 
Director de la Red de Diagnóstico Biológico, puso en marcha la centralización de análisis de 
muestras de rutina desde ambulatorios y hospitales comarcales al LHUD, que es el 
laboratorio de referencia en Guipúzcoa. Esto supuso un aumento de análisis de muestras 
en el LHUD, así como un retraso en su procesamiento. Había una percepción subjetiva que 
las muestras analizadas a finales de la jornada de trabajo presentaban mayor número de 
alarmas. De ahí surge el segundo artículo de investigación de esta tesis, que es un análisis 
de estabilidad de los parámetros del hemograma, concretamente de los leucocitos. Por 
medio de este estudio se analizan los parámetros convencionales y los parámetros de 
investigación, encontrándose entre ambos diferencias en la estabilidad dentro de algunos 
tipos de leucocitos. Además de este hallazgo, se propone una solución innovadora para 
contrarrestar la falta de estabilidad en algunos de los parámetros. 
Debido al hallazgo encontrado en la serie leucocitaria, consideramos necesario hacer lo 
mismo con el resto de las series del hemograma. De ahí surge el tercer artículo de 
investigación de esta tesis, que sigue la misma metodología que el segundo artículo, pero 
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analizando los parámetros de la serie roja y plaquetar. De la misma forma, plantea una 
solución correctora cuyo fin es mejorar la estabilidad en algunos parámetros. 
Estas publicaciones son consecuencia de una observación derivada de nuestra práctica 
clínica diaria en el laboratorio de hematimetría. La hipótesis inicial era una observación 
subjetiva del aumento del número de alarmas generadas por el analizador conforme 
aumentaba el tiempo entre la extracción sanguínea y su análisis. El objetivo consistía en 
demostrar dicha observación, pero descubrimos a lo largo de la evaluación de datos que el 
comportamiento no era igual en todos los tipos de parámetros.  
Las muestras empleadas en este estudio son sangre total EDTA de pacientes que se 
analizan de manera rutinaria tras petición médica. A excepción de algunos criterios 
mínimos de calidad, como son la inspección visual para evitar interferencias de tipo 
endógenas (lipemia, hemólisis e ictericia), las muestras fueron seleccionadas de manera 
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III. INTRODUCCIÓN 
Esta tesis doctoral es un trabajo que se desarrolla en la práctica clínica de la medicina del 
laboratorio. Durante la elaboración de esta tesis se han publicado tres artículos de 
investigación que son resumen de los resultados del tema de tesis. Dentro de la medicina 
del laboratorio, su utilidad se concreta en la ciencia de la Hematología, así como en la 
Calidad del laboratorio clínico. 
A continuación, se exponen el marco teórico y conceptual de la tesis incluyendo la 
justificación de su elaboración. 
 
1. DIAGNÓSTICO DE ENFERMEDADES HEMATOLÓGICAS Y OTRAS PATOLOGÍAS 
REFLEJADAS EN EL HEMOGRAMA  
 
El diagnóstico de las enfermedades hematológicas se inicia con una sospecha debido a 
la sintomatología del paciente o por un hallazgo casual en el hemograma.  
El hemograma se obtiene tras procesar una muestra de sangre total anticoagulada con 
EDTA dipotásico (K2EDTA) por un autoanalizador. Es una prueba rutinaria realizada en el 
laboratorio clínico que refleja la hematopoyesis de médula ósea. Es una herramienta de 
diagnóstico y monitorización de enfermedades que se compone del recuento de tres 
tipos de células sanguíneas: hematíes, leucocitos y plaquetas. Estas células se producen 
y maduran principalmente en la médula ósea, y son liberadas a sangre periférica según 
las necesidades del organismo. 
Los autoanalizadores hematológicos integran en un mismo equipo diferentes técnicas 
instrumentales para analizar de manera simultánea el recuento de todas las células, así 
como otros parámetros que informan sobre las características celulares. Un hemograma 
estándar incluye las siguientes pruebas:    
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 Evaluación de la serie roja:  
Los hematíes se producen en la médula ósea y se liberan en forma de reticulocitos 
para terminar su maduración en sangre. Contienen una proteína llamada 
hemoglobina, cuya función es transportar oxígeno por todo el organismo. Su forma 
y tamaño es muy parecido en todos los individuos. Sin embargo, el tamaño y color 
varía en el déficit de vitamina B12, folato, hierro y en una gran variedad de 
patologías (1). Cuando la concentración de hemoglobina es inferior a un valor 
determinado según sexo y edad, se dice que existe anemia. Atendiendo al número 
de hematíes, cuando su valor está por encima del valor de referencia puede ser de 
causa fisiológica (vivir en zonas de altitud) o patológica (cardiopatías, EPOC y 
policitemia vera, entre otras). 
Los parámetros convencionales de serie roja son: recuento de hematíes, 
hemoglobina (Hb), hematocrito e índice eritrocitarios como volumen corpuscular 
medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (MHC), concentración corpuscular 
media de hemoglobina (MCHC), amplitud de distribución de hematíes (RDW) y 
recuento de reticulocitos. 
 
 Evaluación de la serie blanca:  
Los leucocitos se generan en médula ósea y son las células principales del sistema 
inmunitario del organismo, siendo su función más importante la de proteger frente 
a las infecciones (2). El número y porcentaje de leucocitos se ven alterados por una 
gran variedad de situaciones tanto fisiológicas (embarazo, realizar deporte) como 
patológicas (infecciones, patología cardiaca, parasitosis, leucemias etc.). 
 
Los parámetros convencionales de leucocitos son: recuento leucocitario y fórmula 
diferencial. El recuento leucocitario es el contaje total de leucocitos en sangre, y la 
fórmula diferencial es el recuento de cada uno de los tipos de leucocitos: 
Granulocitos (neutrófilos, eosinófilos, basófilos), linfocitos y monocitos. Además, 
también cuenta los estadios inmaduros de los granulocitos, es decir, los 
granulocitos inmaduros. Por lo general, los leucocitos están presentes en la sangre 
en porcentajes relativamente estables.  
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 Evaluación de la serie plaquetar:  
Las plaquetas son unos fragmentos celulares provenientes del megacariocito que 
desempeñan un importante papel en la coagulación y hemostasia de la sangre (3). 
El déficit de plaquetas supone un mayor riesgo de sufrir hemorragias, pero su 
exceso puede favorecer la formación de trombos en vasos sanguíneos, dificultando 
el riego de diferentes territorios del organismo. Su número puede aumentar o 
disminuir en procesos reactivos a otras patologías, o por alguna alteración en 
médula ósea. 
 
Parámetros: recuento de plaquetas, volumen plaquetar medio (VPM) y amplitud de 
distribución plaquetar (PDW). 
 
Tras la evaluación del hemograma pueden observarse anormalidades en alguna o 
varias líneas celulares que pueden ser consecuencia de distintas patologías, para lo 
cual deberá de solicitarse otras pruebas adicionales como es la morfología celular. La 
morfología celular se analiza mediante la observación al microscopio de una extensión 
de sangre, también llamada frotis sanguíneo. El especialista en Análisis Clínicos y el 
especialista en Hematología miran la extensión teñida al microscopio para valorar el 
tamaño, color, forma, aspecto, orgánulos de citoplasma y núcleo de las células.  
Finalmente se hace una valoración conjunta entre el hemograma y el frotis sanguíneo 
para ser informados al médico solicitante. 
                    
 
2. ANALIZADORES HEMATOLÓGICOS 
Son sistemas automatizados que mediante distintos métodos instrumentales cuentan las 
células principales de la sangre periférica. La hemoglobina se cuantifica mediante 
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espectrofotometría, los hematíes mediante el método de impedancia eléctrica y los 
leucocitos por citometría de flujo. A continuación, nos centraremos en los dos últimos. 
 
2.1 PRINCIPIO DE MEDIDA 
La impedancia eléctrica, también conocida como principio de Coulter, se basa en la 
resistencia que presentan las células a conducir la corriente eléctrica al pasar por un 
orificio que separa dos medios con diferente potencial. El número de interrupciones se 
detecta como bajadas de voltaje, que es proporcional al número de hematíes que pasa 
por el orificio. La intensidad de voltaje es proporcional al tamaño del hematíe, es decir, 
al volumen corpuscular medio. 
     
 
Impedancia eléctrica para recuento de hematíes. 
El análisis celular leucocitario se realizó basándose en el principio de la citometría de 
flujo utilizando un láser semiconductor (λ = 633 nm), el cual interactúa con cada célula 
de la sangre emitiendo una señal. El analizador emplea tres tipos de señales para 
clasificar las células: a) luz fluorescente lateral (SFL), b) luz dispersa hacia adelante 
(FSC) y c) luz dispersa lateral (SSC). La intensidad de la luz fluorescente lateral refleja el 
tipo y la cantidad de ácidos nucleicos y orgánulos celulares. La intensidad del FSC 
refleja el tamaño y volumen de la célula, mientras que la intensidad del SSC refleja la 
complejidad intracelular. Por lo tanto, las células más grandes y las estructuras 
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Principio de medición por citometría de flujo con láser semiconductor. XN-Series Clinical Case 
Report Vol. First edition, First print: August 2011. 
Una vez identificados y cuantificados los distintos tipos celulares, se produce una 
concentración de las células en diferentes grupos según su volumen o su capacidad de 
dispersión de las radiaciones para ser clasificadas en grupos con similares características. 
Pues bien, la representación gráfica de estas agrupaciones celulares recibe el nombre de 
escategrama o diagrama de dispersión. 
  
Imagen de un hemograma en el analizador Sysmex. A la derecha se representan los escategramas.            
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3. PARÁMETROS DE INVESTIGACIÓN DEL HEMOGRAMA 
Algunos analizadores además de analizar los parámetros convencionales del 
hemograma realizan un estudio más detallado de las células a través de los 
parámetros de investigación (PI). Cada casa comercial emplea sus propios 
parámetros de investigación, es decir, pueden ser parámetros distintos según el 
modelo del analizador. Inicialmente, estos parámetros sólo eran utilizados como 
herramienta para configurar y monitorizar correctamente la clasificación de las 
distintas poblaciones celulares por el servicio técnico de la empresa fabricante del 
autoanalizador (5). Sin embargo, desde el 2005 se están publicando cada vez más 
estudios que muestran aplicaciones potenciales de estos parámetros y su relación 
con distintas patologías. 
 
Por el momento los PI no se utilizan con fines diagnósticos, excepto en algunos 
casos, pero sí pueden ofrecer información útil durante la evaluación del 
hemograma. De hecho, son una herramienta complementaria de diagnóstico 
interesante al utilizarse combinados con los parámetros convencionales. No 
obstante, los resultados de la mayoría de estos parámetros no se informan 
directamente al médico peticionario, sólo se utilizan internamente en el laboratorio 
para verificar los resultados y concluir los hallazgos diagnósticos (6).  
 
Los PI brindan información sobre la morfología celular y el grado de inmadurez 
celular, siendo a menudo utilizados por el médico  hematólogo para predecir la 
recuperación de la médula ósea tras un tratamiento quimioterápico (7). 
Publicaciones recientes han demostrado tener las siguientes utilidades: 
 Diagnóstico precoz de sepsis (8). 
 Exclusión de leucemia promielocítica aguda (9). 
 Detección de infección viral (10). 
 Monitorización del trasplante de células madre (11). 
 Detección del síndrome mielodisplásico (12). 
 Detección de hemoglobinuria paroxística nocturna (13). 
 Distinción de linfocitosis reactiva versus clonal (14). 
 Detección de la infección por malaria (15). 
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3.1 UTILIDAD DIAGNÓSTICA DE LOS PARÁMETROS DE INVESTIGACIÓN 
 
3.1.1 Diagnóstico de patologías de origen infeccioso 
 
PI de neutrófilos en la infección bacteriana aguda: 
En la infección bacteriana aguda se liberan rápidamente granulocitos desde la 
médula ósea, aumentando en mayor porcentaje la producción de neutrófilos. 
Además de la neutrofilia, se observa una mayor liberación de formas inmaduras 
o desviación izquierda, como, por ejemplo: cayados, metamielocitos, mielocitos 
y promielocitos. También se producen una serie de cambios morfológicos en los 
neutrófilos que reflejan la reactividad de su estado, como la presencia de 
hipergranulación tóxica, vacuolización, cuerpos de Döhle y aumento de tamaño. 
La población de neutrófilos se vuelve más heterogénea, con una mayor 
variabilidad de tamaños y formas celulares. Estos cambios morfológicos pueden 
medirse cuantitativamente mediante los parámetros de investigación NE-SSC,  
NE-FSC y NE-SFL (16). 
 
PI de linfocitos en la infección viral  
La presencia de virus produce la activación de linfocitos; los linfocitos activados, 
también denominados linfocitos reactivos, se diferencian de los que están en 
reposo por cambios morfológicos como el aumento de tamaño y alteraciones en 
la composición citoplasmática. Estos cambios morfológicos pueden detectarse 
utilizándose los parámetros de investigación LY-X, LY-Y, LY-Z y HFLC (17). Un 
ejemplo interesante de la utilidad de estos parámetros es en la detección de 
linfocitos reactivos en la mononucleosis infecciosa. En la mayoría de los casos 
este síndrome es debido al virus de Epstein-Barr, para lo que será necesario 
añadir un estudio de serología. Una vez desestimada su presencia habría que 
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descartar otros agentes causales como el Citomegalovirus, hepatitis, Toxoplasma 
e VIH, entre otros.  
PI de monocitos en la infección  
Así como los linfocitos y neutrófilos, los monocitos también sufren cambios en el 
tamaño durante la infección bacteriana y vírica. El parámetro MO-X informa de la 
complejidad intracelular, que se ve significativamente aumentada en pacientes 
con sepsis (18). 
 
3.1.2  Diagnóstico de enfermedades hematológicas 
 
La hipogranulación en los neutrófilos puede ser signo de una enfermedad 
hematológica. El Síndrome Mielodisplásico es un conjunto de alteraciones 
morfológicas, inmunofenotípicas, funcionales y genómicas que afectan a la línea 
mieloide. Se produce una mielopoyesis ineficaz que origina una o varias 
citopenias en sangre periférica (19). Si la línea afectada es la granulocítica, una 
de las alteraciones morfológicas que puede observarse en el frotis es la 
hipogranulación en los neutrófilos. Este descenso en la granulación puede 
medirse cuantitativamente mediante el parámetro NE-SSC (20) y, junto con 
valores de otros parámetros del hemograma, generar alarmas para la revisión 
del frotis, hallando de manera más temprana la enfermedad. 
Los linfocitos de alta fluorescencia (HFLC) se clasifican en el escategrama 
mediante los parámetros LY-X, LY-Y y LY-Z, es decir, según su complejidad 
intracelular, contenido en DNA/RNA y tamaño respectivamente (21). Se 
corresponden con linfocitos B activados sintetizadores de anticuerpos o células 
plasmáticas. Estas células no están en sangre periférica a menos que exista una 
infección o una enfermedad hematológica. Las enfermedades hematológicas que 
habría que descartar son: mieloma múltiple, plasmocitoma y macroglobulinemia 
de Waldeström.  
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La presencia de linfocitosis con linfocitos de pequeño tamaño de baja relación 
núcleo citoplasma, núcleo de aspecto maduro en grumelé y abundantes sombras 
de grumpecht es característico de la leucemia linfática crónica (LLC). La 
combinación de los parámetros LY-Z con LY-Y se utiliza en el algoritmo interno 
del analizador para detectar linfocitos anormales. 
La presencia de linfocitosis con linfocitos de abundante citoplasma y granulación 
azurófila puede ser signo de leucemia. La Leucemia de linfocitos grandes 
granulares (LLG) en la mayoría de pacientes presenta un curso evolutivo crónico 
e indolente, y en algunos casos puede remitir espontáneamente. Según de qué 
estirpe celular se trate se distinguen dos entidades: LLG de origen T (LLG-T) y LLG 
de células NK (LLG-NK) (22). La combinación de los parámetros LY-X, LY-Y y LY-Z 
puede ayudar a diferenciar la presencia de LLG de otras leucemias de origen 
linfoide (17). 
Hay otros parámetros que se utilizan para conocer en qué situación u actividad 
se encuentra la médula ósea tras recibir un tratamiento quimioterápico. Los 
parámetros de investigación que reflejan la eritropoyesis de manera más 
temprana son la Fracción de Reticulocitos Inmaduros (IRF) y el Indice de 
Producción de Reticulocitos (RPI) (23). En cuanto a la serie plaquetar, el 
parámetro que refleja la trombopoyesis de manera más eficaz es la Fracción de 
Plaquetas Inmaduras (IPF) (24). Los tres parámetros son utilizados por el 
especialista hematólogo en la monitorización del trasplante de médula ósea 
como marcadores de recuperación y regeneración medular (25). 
En las patologías que cursan con destrucción celular también encontramos 
parámetros con utilidad clínica. Por ejemplo, el porcentaje de Fragmentos 
Hemáticos (FRC) es de utilidad como herramienta de apoyo para el diagnóstico 
de la anemia hemólítica, la púrpura trombótica trombocitopénica, así como de la 
microangiopatía trombótica. A los hematíes fragmentados se les denomina 
esquistocitos y pueden presentar formas muy variadas (26). Entre otras causas, 
su aparición puede ser debida a Púrpura trombótica trombocitopénica (PTT), 
glomerulonefritis y a daños mecánicos, como, por ejemplo, al entrar en contacto 
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con zonas de endotelio alterado patológicamente o a la existencia de un torrente 
circulatorio de origen turbulento o de válvulas cardiacas anormales. Estas 
alteraciones pueden romper los hematíes y generar restos celulares con forma 
de casco y otras formas (27).   
En la elucidación del origen de algunos tipos de anemias, recientes publicaciones 
han demostrado la utilidad de los PI de serie roja. Por ejemplo, en un screening 
inicial, para saber si la anemia es debida a un déficit de hierro se pueden utilizar 
los parámetros MicroRBC e Hipo-He. En la anemia ferropénica encontraremos 
aumentados ambos parámetros, aunque será necesaria la confirmación 
mediante otras pruebas bioquímicas. Estos dos parámetros combinados también 
son útiles para el screening de la talasemia, en el que encontraremos solamente 
aumentado MicroRBC. Otra posibilidad es combinar los parámetros MicroRBC e 
Hiper-He con el fin de diagnosticar una  posible Esferocitosis Herediataria, ya 
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 
 




Tesis Doctoral                                         IRENE PEREZ CASAS                                                              33 
IV. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 
 
1. CENTRALIZACIÓN DE MUESTRAS EN GUIPÚZCOA 
En septiembre de 2010, el Servicio Vasco de Salud-Osakidetza puso en marcha el 
Plan Director de la Red de Diagnóstico Biológico. Se trata de un proyecto que 
engloba a todos los servicios de diagnóstico biológico de Osakidetza, como son 
Análisis Clínicos y Bioquímica Clínica, Microbiología y Parasitología, Hematología, 
Hemoterapia, Inmunología, Genética y Anatomía Patológica. Es un  modelo de 
laboratorios en red porque cada laboratorio tiene su identidad propia, pero 
funciona de manera interdependiente con el resto de laboratorios (29).  
Está caracterizado por ciertos elementos corporativos que toda la red comparte en 
sus distintos niveles. Los elementos corporativos son: modelo de gestión, sistemas 
de información, cartera de servicios, gestión de la demanda, gestión de compras y 
gestión de las personas. El objetivo final del Plan Director es mejorar la gestión de 
los recursos humanos, económicos y tecnológicos. 
La red consta de tres niveles de trabajo; el nivel superior es el órgano coordinador y 
director, el segundo nivel es representado por las unidades de gestión clínica y el 
nivel inferior lo constituye el conjunto de centros o nodos que componen la red. Las 
Unidades de Gestión Clínica (UGC) son las siguientes: 
 
 UGC GIPUZKOA: Hospital Donostia, Hospital Bidasoa, Hospital Mendaro, 
Hospital Zumarraga. 
 UGC ÁLAVA: HUA (Sedes Txagorritxu y Santiago), Hospital Alto Deba Hospital 
Leza. 
 UGC BASURTO: Hospital Basurto, Hospital Sta. Marina. 
 UGC CRUCES: Hospital Cruces, Hospital S. Eloy, Hospital Urduliz. 
 UGC GALDAKAO: Hospital Galdakao, Hospital Gernika. 
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Dentro de cada UGC hay un laboratorio central, también llamado laboratorio de 
referencia, al que se envían las muestras de análisis de rutina o análisis de pruebas 
más específicas y complejas; el resto son Laboratorios de respuesta hospitalaria 
(LRH) y Urgencias (LURG). Las LRH están ubicadas en hospitales comarcales que dan 
servicio, fundamentalmente, a los pacientes ingresados y a las solicitudes urgentes 
en un contexto de integración con el laboratorio central de la UGC (30). 
En el caso concreto de la UGC Gipuzkoa, el Hospital Universitario Donostia es el 
hospital de referencia para toda Guipúzcoa. Uno de los servicios centrales que lo 
integran es el Laboratorio Hospital Universitario Donostia (LHUD), que, además de 
procesar sus propias muestras de pacientes ingresados y de urgencias, analiza 
diariamente las muestras de rutina de todos los ambulatorios y hospitales 
comarcales de la provincia de Guipúzcoa.  
 
Para poder analizar diariamente las muestras de otros centros existe un sistema 
organizado de envío y recepción de muestras desde los hospitales comarcales y 
ambulatorios al LHUD. Sin embargo, debido a la complejidad en el diseño de las 
rutas de transporte y de la orografía de Guipúzcoa, la hora aproximada de llegada 
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habiendo sido extraídas del paciente de 8 a 9 am. Una media de 1400 muestras al 
día no se procesa antes de las 12 p.m, lo cual implica un retraso de ≥ 4 horas post-
extracción. Este retraso se percibe en las muestras anticoaguladas con EDTA que, a 
pesar de estar contenidas en tubos de anticoagulación, muestran alteraciones 
morfológicas en el frotis de sangre. 
 
2. DESCENSO DE LA ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS 
 
El mayor número de errores de laboratorio se produce durante la fase pre-analítica 
(31). Uno de los factores que mayor incertidumbre añade a la fase pre-analítica es el 
tiempo transcurrido desde la venopunción hasta el análisis de la muestra. Este 
período de tiempo ha sido analizado y definido junto con condiciones de 
temperatura por el International Council for Standaritation in Haematology (ICSH) 
para diferentes parámetros del hemograma (32). Sin embargo, debido a la gran 
variabilidad de resultados, en muchos casos dependientes del analizador (33), es 
importante conocer los requerimientos de estabilidad de acuerdo a su aplicación 
diagnóstica (34). Así por ejemplo, encontraremos requisitos diferentes de 
estabilidad para la realización de estudios prospectivos epidemiológicos en 
biobancos (35,36), en estudios de antidopping (37-39), de conservación de 
hemoderivados para transfusión, o de diagnóstico clínico de enfermedades 
hematológicas.  
El tiempo trascurrido desde la venopunción hasta el análisis de la muestra superior 
a 2 horas es una circunstancia frecuente en la práctica clínica del laboratorio, 
especialmente cuando las muestras de sangre no se procesan en el mismo lugar de 
extracción y deben ser enviadas a otros laboratorios centrales. Sin embargo, para el 
diagnóstico de los desórdenes hematológicos es de vital importancia preservar 
tanto los parámetros cuantitativos como las características morfológicas celulares 
del paciente con el fin de llegar a un diagnóstico preciso. 
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El ácido etilendiaminotetraacetico (EDTA) es el anticoagulante de elección para el 
estudio de células en sangre periférica. Las células anticoaguladas con EDTA 
permanecen vivas durante un breve tiempo post-extracción, por lo que son 
metabólicamente activas y siguen sufriendo cambios in vitro; de modo que, cuanto 
mayor es el tiempo de retraso en el análisis, más alteraciones morfológicas 
postpunción se apreciarán (40). A veces estos cambios son inherentes al paciente, 
en cambio, otras son propias de las condiciones in vitro de la muestra, por lo que 
puede ser difícil diferenciar el origen de la alteración morfológica en cuestión. 
Por otro lado, mediante el desarrollo y automatización de los laboratorios clínicos 
se ha conseguido un procesamiento de análisis de muestras de gran eficiencia. 
Concretamente, en el campo de la hematimetría, el empleo de autoanalizadores 
hematológicos de cuarta generación permite obtener un hemograma junto a una 
serie de alarmas que sugieren un estudio más profundo de la muestra por medio 
del frotis. El objetivo de estas alarmas es mejorar la sensibilidad y especificidad del 
hemograma. 
Gracias a las alarmas del hemograma se ha conseguido disminuir el número de 
frotis necesario para revisar al microscopio con el fin de confirmar la ausencia de 
enfermedad hematológica. Están configuradas en el software del autoanalizador y 
aparecen tras el análisis de una muestra de sangre cuando cumplen los criterios de 
revisión del frotis. Estos criterios se establecen en base al valor de ciertos 
parámetros y pueden ser tanto morfológicos como cuantitativos.  
Las alarmas que surgen como consecuencia de un criterio morfológico son 
configuradas inicialmente por la empresa fabricante y responden a la presencia de 
células anormales, las cuales no deberían de estar presente en la sangre de un 
paciente sano (41). Este tipo de células suelen alterar uno o varios parámetros de 
investigación. Por el momento, no hay muchos estudios sobre la estabilidad de los 
parámetros de investigación, a pesar de que pueden dar información cuantificable 
de la estabilidad de las células incluso antes que las de sus respectivos parámetros 
convencionales. No obstante, lo que sí sospechamos es que alterar las condiciones 
de estabilidad de las células puede generar en el momento del análisis una 
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clasificación o interpretación errónea cuando los parámetros de investigación han 
sido utilizados como una herramienta de apoyo a los parámetros convencionales.  
Un exceso de falsas alarmas disminuye la eficiencia del flujo de trabajo, pues para 
confirmar la presencia de células anormales ha de realizarse un frotis de sangre y 
ser comprobado al microscopio. Este proceso no es inmediato y supone un 
consumo extra de tiempo, de recursos materiales y de personal. 
Del mismo modo que algunos parámetros del hemograma sufren alteraciones 
debidas al retraso en el análisis, las células del frotis sanguíneo también muestran 
alteraciones que se perciben al microscopio. Los cambios morfológicos debidos a la 
falta de estabilidad a veces pueden confundirse con alteraciones morfológicas 
secundarias a una patología, por lo que es necesario una valoración experta para 
discernir la patología de la falta de estabilidad. 
En resumen, el retraso en el análisis de las muestras puede afectar al ritmo de 
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V. HIPÓTESIS  Y OBJETIVOS 
Uno de los retos que surgen durante la elaboración de esta tesis ha sido confirmar la 
presencia de cambios significativos en la estabilidad de las células a través de los 
parámetros del hemograma. Para ello, no sólo se han analizado los parámetros 
convencionales del hemograma, sino también los parámetros de investigación que 
expresan madurez y morfología celular. Estas características de la célula son descritas 
mediante el frotis de sangre de manera cualitativa, pero, exceptuando algún 
parámetro como el volumen corpuscular medio, no hay otra manera de cuantificar las 
características morfológicas de la célula. 
El objetivo es transformar una información de tipo cualitativa con posible sesgo de 
interpretación como es el frotis de sangre, en el que la subjetividad del observador 
supone una variabilidad en la obtención de resultados, en una información de tipo 
cuantitativa necesaria para extraer conclusiones.  
Mediante los parámetros de investigación se puede cuantificar la magnitud de los 
cambios debidos al aumento del tiempo transcurrido desde la venopunción hasta el 
análisis de la muestra. Una vez medida la magnitud del cambio puede calcularse un 
factor de corrección para aquellos parámetros que sufran cambios significativos 















Son las hipótesis iniciales con las que empieza el estudio: 
 Los parámetros del hemograma se ven alterados significativamente en el sistema 
de  gestión de muestras de tipo centralizado actualpérdida de calidad. 
 Las muestras de sangre total EDTA que sufren retraso en su análisis presentan 
mayor número de alarmas del hemogramapérdida de especificidad. 
Hipótesis emergentes 
Son hipótesis que surgen durante la obtención y observación de resultados. 
 Los cambios morfológicos que experimentan las células debidas al retraso en el 
análisis pueden cuantificarse siguiendo criterios de calidad del laboratorio. 




 Verificar que el analizador XE-5000 con el que surge la hipótesis teórica es 
intercambiable al nuevo analizador XN-2000 con el cual se desarrolla la tesis. 
 Evaluar la estabilidad de los parámetros convencionales y de investigación del 
hemograma en las tres series celulares (leucocitos, hematíes y plaquetas).  
 Evaluar la estabilidad de las alarmas de la serie leucocitaria del hemograma. 
Objetivo principal 
 Analizar la estabilidad de las muestras de sangre-EDTA para el estudio del 
hemograma en las condiciones habituales de trabajo del laboratorio. Con ello se 
pretende evaluar la estrategia de procesamiento de muestras instaurado en el 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 
1. MUESTRA DE ESTUDIO 
En el análisis de estabilidad del segundo y tercer artículo la muestra inicial de estudio 
es la misma (n=300 muestras de sangre total-EDTA de pacientes ingresados y de 
Urgencias).  A continuación, se expone la distribución de las muestras: 
1.1 Primer artículo 
a) Imprecisión 
 Interserial: control de calidad de ROCHE diagnostics XN-CHECK 
niveles de concentración high, normal y low level. 
 Intradía: 10 muestras de sangre total-EDTA de pacientes 
- Hematológicos con leucemia (n=3): leucocitos >30.000/uL, 
hemoglobina=7 g/dL o plaquetas<50.000/uL. 
- Oncológicos (n=2): plaquetas <30.000  ó >106 /uL. 
- Procedentes de Urgencias (n=3): Hemoglobina <7 g/dL. 
- Sanos (n=2): parámetros dentro de valores de referencia. 
b) Arrastre 
Se emplearon un total de 10 muestras de sangre total-EDTA de pacientes 
- Pacientes con hemoglobina 19 g/dL y 7 g/dL 
- Pacientes con leucocitos 50.000/uL y 1000/uL 
- Pacientes con plaquetas 1.100.000/uL y 1.000/uL 
- Pacientes con 3% y 0%  de reticulocitos 
- Pacientes con 7% y 0% de eritroblastos 
c) Correlación y sesgo 
Se emplearon 260 muestras de sangre total-EDTA de pacientes de: 
- Urgencias (n=38) 
- Cuidados Intensivos (n=14)  
- Hematología (n=76)  
- Oncología (n=14)  
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1.2 Segundo artículo 
a) Imprecisión 
 Interserial: 
Es la misma muestra que el primer artículo. 
 Intraindividual:  
Obtenido de la base de datos para la especificación de la variabilidad 
biológica deseable (42). 
 Intradía:  
Es la misma muestra que el primer artículo. 
 b) Estabilidad:  
Finalmente, se evaluaron un total de 284 muestras de sangre total-EDTA 
tras eliminar 16 muestras por errores durante el análisis y tras realizar el 
test de Q Dixon. 
1.3 Tercer artículo 
a) Imprecisión 
 Interserial: 
Es la misma muestra que el primer artículo. 
 Intraindividual:  
Obtenido de la base de datos para la especificación de la variabilidad 
biológica deseable (42). 
 Intradía:  
Es la misma muestra que el primer artículo. 
 
 b) Estabilidad:  
Finalmente se evaluaron un total de 264 muestras de sangre total-EDTA 
tras eliminar 36 muestras por errores durante el análisis y tras realizar el 
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2. INSTRUMENTACIÓN 
Para el análisis de muestras se emplearon los analizadores Symex XE-5000 y XN-2000 
(Symex Corporation-Kobe Japan). Para procesar la muestra lo único que es necesario 
es introducirlo en un rack transportador; la punción del tubo, extracción de la muestra 
de sangre, añadido de reactivos, mezcla y detección de los analitos lo hace el 
analizador de manera automática. El láser empleado es de tipo I (IEC60825-1:2007). 
2.1 VOLUMEN DE MUESTRA Y REACTIVOS 
El volumen de muestra de sangre-EDTA que utiliza el analizador es de 88 µL. 
Los reactivos empleados son los siguientes:  
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2.2 TIPOS DE CANALES DE ANÁLISIS  
 
Canal WDF 
Este canal cuenta los leucocitos totales y realiza un recuento diferencial de neutrófilos, 
linfocitos, monocitos y eosinófilos. Además, detecta la presencia de linfocitos atípicos, 
linfocitos anormales y blastos. En primer lugar, actúa un surfactante que lisa los hematíes 
y plaquetas, para que a continuación el Lysercell WDF penetre en la membrana celular de 
leucocitos causando cambios en la forma externa y la estructura interna. Estos cambios 
dependen de las características celulares de cada leucocito. Un fluorocromo (Fluorocell 
WDF) se une a los ácidos nucleicos y orgánulos celulares de los leucocitos. La intensidad 
de la fluorescencia varía según el tipo y la cantidad de ácidos nucleicos y orgánulos 
celulares. Las diferencias de fluorescencia y luz dispersa en los leucocitos permiten 
separar y trazar cada tipo de célula en un diagrama de dispersión para cuantificar cada 
población celular por separado (43). 
 
Canal WNR.  
Este canal cuenta los leucocitos totales y realiza un recuento diferencial de basófilos y 
eritroblastos. El proceso de hemólisis, la penetración del reactivo en las células, la unión al 
fluorocromo es similar al canal WDF, pero la composición del reactivo es diferente. Las 
diferencias en la intensidad de las señales de fluorescencia, FSC Y SSC de los basófilos y 
eritroblastos permiten separarlos del resto de leucocitos. 
 
Canal de WPC.  
Este canal cuenta leucocitos totales, detecta blastos y células anormales de la serie de 
linfocitos. La hemólisis, penetración del reactivo en las células y el proceso de unión al 
fluorocromo son similares a los de los canales WDF y WNR, pero el fluorocromo reacciona 
especialmente con los blastos y linfocitos anormales porque tienen diferencias en la 
membrana (lípidos, expresión de moléculas superficiales, etc.) y la composición 
intracelular en contraste con las células normales. 
 
Canal RBC / PLT  
Este canal se basa en el principio Coulter para clasificar las células, contando los hematíes 
y las plaquetas mediante el método de detección del canal de flujo de corriente continua. 
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Para ello, diluye la muestra y hace pasar de una en una las células a través de una 
apertura, en cuyos extremos se sitúan unos electrodos que trasmiten una corriente de 
manera continua. Cada célula que pasa detiene el paso de corriente, es decir, se genera 
un pulso de corriente proporcional al tamaño de la célula. Estas señales eléctricas son 
transformadas en curvas de distribución de volumen o histogramas (44). 
 
 
Principio de medida de detección del canal de flujo de corriente continua. XN-Series 
Clinical Case Report Vol. First edition, First print: August 2011. 
 
Canal RET 
Un fluorocromo marca los ácidos nucleicos de reticulocitos y leucocitos, pero no de los 
hematíes pues no poseen DNA ni RNA. La señal recibida tras la interacción del 
fluorocromo con el láser permite diferenciar mediante el FSC el tamaño característico de 
los reticulocitos, que, a su vez, son subclasificados según su señal de fluorescencia SFL.  De 
este modo, los reticulocitos se clasifican en baja, media y alta fluorescencia, siendo los 
más inmaduros los que mayor señal de fluorescencia tienen (23). 
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Canal PLT  
El fluorocromo se une específicamente a las plaquetas y tras la interacción con el láser se 
obtiene una señal FSC que corresponde al tamaño pequeño de las plaquetas. Mediante la 
señal SFL se separan las plaquetas en función de su grado de fluorescencia. Las plaquetas 
de mayor fluorescencia y tamaño corresponden a la fracción de plaquetas inmaduras (24). 
 
2.3 PARÁMETROS DEL HEMOGRAMA 
El significado de cada uno de ellos se encuentra en la sección de abreviaturas. 
Atendiendo a las guías del fabricante, los parámetros del hemograma se clasifican 
en tres grupos: 
  
 Parámetros convencionales: todos aquellos parámetros clásicos del 
hemograma que proporcionan de manera individualizada información 
relevante para el diagnóstico, y que están destinados a ser compartidos con 
el médico peticionario (45). 
 
 Parámetros clínicos avanzados: conjunto de parámetros ampliados en una 
selección de analizadores. Ofrecen un valor añadido que supera al análisis 
hematológico tradicional y suponen la base para generar evidencia clínica 
(46). 
 
 Parámetros de investigación: proporcionan información relevante para el 
diagnóstico, pero, por el momento, sólo se utilizan en el laboratorio de 
manera interna con fines relacionados con la validación de resultados 
analíticos. Por lo tanto, no están destinados a ser compartidos directamente 
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3. MÉTODOS 
Esta tesis doctoral está compuesta de dos estudios. El primer estudio es una 
Comparación de Métodos realizada en base al analizador hematológico en uso (XE-
5000) y el nuevo analizador que pretende implantarse (XN-2000) en el área de 
Hematimetría. Como se ha dicho anteriormente, la hipótesis inicial de la tesis surge 
cuando estaba implantado el analizador XE-5000. El segundo estudio es una 
evaluación de la estabilidad con el analizador XN-2000.  
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3.1 EVALUACIÓN DE MÉTODOS 
Previamente a la implantación del nuevo analizador hematológico XN-2000 se 
realiza un estudio de verificación en el que ha de analizarse la intercambiabilidad 
entre el analizador hematológico en uso XE-5000 y el que pretende implantarse 
XN-2000.  
Este procedimiento es necesario para poder realizar el estudio y entender cómo 
trabaja el analizador con el que se realizará el proceso de investigación de la tesis 
doctoral, que es, además, una de las funciones del Analista Clínico adquiridas 
durante el proceso de formación de la residencia.   
El estudio de comparación de métodos comprende a su vez de: 
 
3.1.1 Intercambiabilidad 
Para realizar este estudio se han seguido las directrices del International 
Council for Standaritation in Haematology (ICSH) (48). Se han analizado un total 
de 260 muestras de pacientes por ambos analizadores. Los datos han sido 
recogidos, trasladados y analizados en Excel Microsoft.  
Se han analizado la imprecisión, el arrastre, la correlación y sesgo entre los 
auto-analizadores Sysmex XE-5000 y Sysmex XN-2000 empleando materiales de 
referencia para la imprecisión y muestras de sangre periférica de pacientes 
adultos anticoaguladas con K2EDTA (Becton, Dickinson and Company, New 
Jersey, USA), que llegan al laboratorio hospitalario de este estudio.  
 
a) Imprecisión 
Se evaluaron la imprecisión interserial e intradía siguiendo las directrices del 
ICSH (48).  
Para la imprecisión interserial se ha empleado como material de referencia 
control de calidad de ROCHE diagnostics XN-CHECK (Sysmex Europe GmbH, 
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Norderstedt, Germany) con tres niveles de concentración (high, normal y 
low level). Durante 30 días se analizaron los tres niveles de concentración 
por duplicado, se realizó un estudio de datos aberrantes y se calculó la 
media, la desviación estándar y el coeficiente de variación (CV%) de cada 
parámetro para cada nivel de material de control. 
Para la imprecisión intradía se seleccionaron 10 muestras de sangre 
periférica: tres pertenecían a pacientes hematológicos (con leucemia y 
valores alterados de leucocitos y plaquetas), dos a pacientes oncológicos 
(con valores de plaquetas alterados), tres a pacientes que presentaban 
anemia (Hgb<7 g/dL) y dos a pacientes cuyos parámetros de estudio estaban 
dentro de valores de referencia. A cada uno de estos pacientes se midió, por 
separado, diez veces consecutivas los siguientes parámetros: leucocitos 
(WBC), hematíes (RBC), hemoglobina (HGB), volumen corpuscular medio 
(VCM), hematocrito (HCT), Hemoglobina corpuscular media (MCH), 
Concentración de hemoglobina corpuscular media (MHCM), plaquetas (PLT), 
eritroblastos (NRBC), reticulocitos (RET) y recuento diferencial leucocitario 
(DIFF). Se calculó la media, desviación estándar y el coeficiente de variación 
(CV%) de los parámetros de estudio de cada tipo de paciente. La imprecisión 
se expresa como el coeficiente de variación (CV).  
 
b) Arrastre 
Para evaluar el arrastre se emplearon muestras de sangre de pacientes con 
elevada y baja concentración en alguno de los parámetros de estudio (WBC, 
HGB, PLT, NRBC% y RET%). Para ello se analizó tres veces consecutivas una 
muestra muy concentrada (A1, A2, A3) seguida de una muestra con baja 
concentración (B1, B2, B3) en el parámetro de estudio, también tres veces 
consecutivas (5). 
El porcentaje de arrastre se calcula con la siguiente fórmula: 
[(B1-B3) / (A3-B3)] *100 
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c) Comparación de métodos:  correlación y sesgo  
Se analizaron por ambos equipos, en un intervalo de tiempo inferior a 2 
horas y a lo largo de un mes, 260 muestras recientes de pacientes. Para ello, 
se escogió una muestra poblacional variada procedente de las áreas de 
Urgencias (n=38), Cuidados Intensivos (n=14), Hematología (n=76), 
Oncología (n=14) y Rutina-ambulatoria (n=118). Los valores aberrantes 
fueron eliminados siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Española 
de Química Clínica (SECQ) (49). Para conocer el tipo de distribución en que 
se agrupan los datos, se ha realizado un contraste de normalidad en cada 
parámetro de estudio. Se calculó el coeficiente de correlación de Spearman 
(rho) para comprobar inicialmente la existencia de correlación. A 
continuación, se ha realizado un estudio de Regresión de Passing Bablock 
complementándose con el Análisis de diferencias de Bland Altman, 
considerando la existencia de error sistemático cuando éste es significativo 
por ambos  estudios (50). Ante la existencia de una diferencia significativa 
proporcional, puede estimarse el error sistemático del procedimiento de 
medida como el valor de la media de las diferencias (RDM%) (51). 
Finalmente, se ha comparado el error sistemático en cada uno de los 
parámetros con la especificación del error sistemático de la variabilidad 
biológica (SEDEV%) obtenido del estudio publicado por ricos et al. (42). Se 
considera un sesgo a tener en cuenta cuando el valor de la media de las 
diferencias es superior a la especificación del error sistemático de la 
variabilidad biológica (RDM% > SEDEV%). 
El programa estadístico empleado para el análisis de regresión de Passing 
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3.1.2 Validez diagnóstica de alarmas  
Se analizaron por ambos equipos 126 muestras de pacientes seleccionadas por 
presentar alarmas de tipo cualitativo en el analizador de uso XE-5000. A 
continuación, se realizó un frotis por el extensor Sysmex SP1000® (tiempo <2 
horas) para ser verificado al microscopio, que se considerará en este estudio 
como el criterio de referencia. 
Los parámetros calculados para el análisis de la validez diagnóstica de las 126 
extensiones que fueron seleccionadas al azar por presentar alguna de las 
alarmas de serie blanca mencionadas han sido: sensibilidad, especificidad y 
eficiencia (52).   
Eficiencia =
VP + VN




Para el estudio estadístico de las diferencias se ha empleado el test de Mc Nemar 
mediante el programa MedCalc® v10.2.0. Para cada tipo de alarma se ha 
evaluado si existen diferencias significativas en la eficiencia (p<0.05). 
Cada laboratorio establece sus reglas de revisión de alarmas dependiendo de la 
población de estudio, la relevancia clínica de la alarma, del volumen de muestras, 
de la confiabilidad del sistema de alarmas y del nivel de formación del personal 
técnico. 
En el laboratorio donde se realiza este estudio, las alarmas de tipo cualitativo de 
la serie blanca generadas por XE/XN Sysmex se evalúan de forma conjunta con el 
hemograma y el frotis, emitiendo un informe que responde a la conformidad o 
no de la alarma generada por el autoanalizador.  
Las alarmas que se analizaron fueron: Blastos, Linfocitos anormales, 
Linfocitos atípicos y Granulocitos inmaduros. 
[VP: Verdadero Positivo; VN: Verdadero Negativo; FP: Falso Positivo; FN: Falso Negativo] 
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Blastos en la Leucemia Mielocítica Crónica. 
 
 
 BLASTOS  
Los blastos son células inmaduras que se encuentran en médula ósea, por lo 
que su presencia en sangre periférica es considerada un signo de alarma. 
La alarma generada en el XE-5000 se codifica como “Blast“ si ha detectado 
su presencia desde un principio o como “Abnormal Linfo/LinfoBlast” en caso 
de no ser capaz de diferenciar ante la presencia de blastos o linfocitos 
anormales. Para su detección es necesario combinar la información de los 
canales DIFF e IMI para poder diferenciar si la estirpe es de origen linfoide Vs 
mieloide.  
En un análisis inicial, el XN-2000 entrega la misma alarma combinada 
“Abnormal Linfo/LinfoBlast” que el XE-5000; sin embargo, a través del modo 
réflex, realiza un segundo análisis automático utilizando el canal WPC (en 
lugar del IMI). Tras este 
reanálisis entregará un 
resultado definitivo, es 
decir, es capaz de 
discernir entre “Blastos” 
y “Linfocitos anormales”, 
o, incluso, de anular la 
alarma en caso de no 
detectar la presencia de 
ninguno. Para la mayoría 
de hemopatías, la alarma 
de blastos coincide con la 
presencia de blastos de 
origen mieloide o linfoide. Sin embargo, la alarma de linfocitos anormales es 
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El fundamento de su detección se basa en que la célula blástica inmadura 
tiene una membrana lipídica menos gruesa o estable frente al reactivo 
Lysercell, de modo que el fluorocromo es capaz de penetrar más fácilmente 
y unirse a los ácidos nucleicos dando una señal fluorescente diferente al de 
una célula madura (53).  
 
Imagen que representa la presencia de blastos en el escategrama WPC por medio de 





 LINFOCITOS ANORMALES 
Existe cierta controversia en cuanto a su clasificación; según el grupo de 
European LeukemiaNet classification, no es el término adecuado para 
informar de su presencia (54). En lugar de linfocitos anormales se prefiere el 
término de “Linfocitos atípicos-sospecha neoplásica”; sin embargo, Sysmex 
sigue expresando su presencia con la alarma “Abnormal Lympho?”. 
Los autoanalizadores Sysmex detectan su presencia cuando se trata de 
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anteriormente, cuando el XE-5000 detecta su presencia genera la alarma 
combinada “Abnormal Linfo/LinfoBlast”. Sin embargo, el XN-2000 a través del 
modo réflex es capaz de desdoblar esta misma alarma combinada entregando 




Imagen que representa la presencia de linfocitos anormales en el escategrama 
WPC por medio de puntos rojos. XN-Series Clinical Case Report Vol. First edition, 




Linfocitos anormales en la Leucemia Linfocitica Crónica junto a abundantes sombras de 
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 LINFOCITOS ATÍPICOS 
Se agrupan en el diagrama de dispersión en la zona de mayor fluorescencia del 
diagrama DIFF, que surge como una prolongación de puntos contiguos a la 
agrupación de linfocitos. Tanto XE como XN informan de su presencia bajo el 
nombre de la alarma “Atipical Limpho?”. Se considera a todos aquellos linfocitos 
de etiología benigna que se producen de manera reactiva a la presencia de un 
agente causal. El término más adecuado para informar de su presencia es el de 
“Linfocitos atípicos-sospecha reactiva o Linfocitos reactivos” (55). Son linfocitos 
que presentan cierta desviación de la morfología normal, con aumento de 
tamaño, de membrana irregular, con/sin eritroadherencia, citoplasma basófilo 




En el escatergrama WDF aparece una población de señales que parece una extensión 
de la población LYMPHO (en rosa), en la dirección de alta intensidad de fluorescencia 









 GRANULOCITOS INMADUROS 
Para detectar su presencia XE emplea los diagramas de dispersión DIFF e IMI. En el 
diagrama DIFF se agrupan encima de los neutrófilos, mostrando mayor fluorescencia 
conforme mayor inmadurez en la serie mieloide. En el canal IMI se representa como una 
nube de puntos rosa diferenciada del grupo de leucocitos maduros. El XN emplea 
solamente el canal DIFF para evidenciar su presencia. La alarma que generan ambos 
analizadores es “IG presence?”. 
 
      
  
Poblaciones leucocitarias representadas en el diagrama de dispersión DIFF (imagen izquierda). 
Granulocitos inmaduros en un paciente con sepsis (imagen derecha). 
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3.2  ESTUDIO DE ESTABILIDAD  
El segundo estudio es un análisis de estabilidad de los parámetros del hemograma 
en las condiciones habituales de trabajo, es decir, en el laboratorio de rutina y 




Se eligieron de manera aleatoria 300 muestras de sangre total anticoaguladas 
con EDTA de pacientes a lo largo de 6 meses. En el estudio de la serie 
leucocitaria de las 300 muestras, 16 fueron excluídas por haber dado algún 
error durante su análisis o por presentar resultados atípicos tras haber sido 
analizados por el test Q de Dixon; en el estudio de la serie roja y plaquetar se 
excluyeron 34 por las mismas causas. No se requirió el consentimiento 
informado del paciente por no haberse incluido pruebas diferentes a las 
requeridas en la petición médica.  
Este estudio no incluye el análisis de muestras a 4ºC de temperatura, pues el 
objetivo es simular las condiciones habituales de trabajo en el laboratorio core 
donde se realiza este estudio, es decir, a temperatura ambiente. 
Previo al análisis, se realizó un examen visual y se excluyeron del estudio 
muestras lipémicas o hemolizadas con el fin de evitar posibles interferencias.  
Todas las muestras fueron procesadas en el mismo analizador con el fin de 
disminuir la variabilidad inter-instrumental y con el mismo personal técnico.  
 
3.2.2 Metodología 
Se analizaron las muestras recién llegadas al laboratorio (<90 minutos tras 
venopunción), considerando su momento de análisis como el tiempo t0h. Se 
volvieron a analizar las muestras en intervalos de 2 horas hasta las 12 horas tras 
su llegada al laboratorio.  
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Los resultados se transformaron en sus correspondientes porcentajes, 
considerándose la concentración obtenida a tiempo 0 horas (X0) como el 100%. 
El cambio de concentración producido en ellas (Xt) en cada uno de los tiempos 
respecto al valor inicial (X0) se expresa como cambio porcentual (Xt%).  
 
Para el estudio de estabilidad se siguieron 3 criterios de evaluación diferentes: 
 Criterio metrológico según la variación analítica interdía. 
 Criterio metrológico según la variación analítica intraindividual. 
 Criterio biológico según la variación biológica intraindividual. 
 
3.2.3 Análisis Estadístico 
El análisis estadístico detallado es el siguiente: 
a) Imprecisión 
Se utilizaron los mismos datos que en el estudio de comparación de 
métodos, pero, además de los parámetros de recuento convencionales se 
analizaron los parámetros de investigación del analizador XN-2000. 
 
b) Estabilidad 
Se calculó el promedio del cambio porcentual ( t%) de los recuentos o 
señales a su llegada al laboratorio (t0h) y a cada tiempo mediante la siguiente 
fórmula:  
t% = (Xt/X0) x 100 
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b. 1)   Criterio metrológico según variación analítica interdía (CVb) 
El parámetro a evaluar se considera estable si su t% no supera el 
cambio significativo mínimo (CSMb = ±1.65*CVb%).  CVb% se 
obtuvo de material de control calidad nivel intermedio XN-CHECK 
de Roche Diagnostics previamente analizado en primer estudio de 
intercambiabilidad (página 52). 
b.2)   Criterio metrológico según variación analítica intra-día (CVw) 
El parámetro a evaluar se considera estable si su t% no supera el 
cambio significativo mínimo (CSMw = ±1.65*CVw%). CVw% fue 
obtenido de pacientes sanos y con patología analizados 10 veces 
consecutivas según directrices de la ICSH (48) y que ha sido 
previamente analizado en el primer estudio de intercambiabilidad 
(página 52). 
b.3)   Criterio biológico según variación biológica intraindividual (CVD) 
El parámetro a evaluar se considera estable si su t% no supera el 
cambio significativo deseable (CSD = ±0,5*CVD%).  CVD% fue 
obtenido del estudio publicado por Ricos et al. (42). 
A continuación, se calculó el porcentaje medio de desviación (D%) para 
aquellos parámetros que sufrieron cambios significativos con la siguiente 
fórmula:  
D(%) =  ( ( ti-Xt0)/Xt0)  x 100 
Para, a continuación, calcular su promedio mediante: 
(%) = (∑ 𝐷𝑖(%) )/𝑛𝑖=𝑛𝑖=1 . 
Finalmente, se calculó el factor de corrección mediante la siguiente fórmula:  
Factor = 1 - ( ( i (%) / 100) 
 
        64                                                       IRENE PEREZ CASAS                      Tesis Doctoral                                          
Este factor de corrección puede incluirse en el software del analizador para 
corregir la señal de aquellos parámetros que sufren alteraciones 
significativas a partir de cierta hora tras la llegada al laboratorio.  
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VII. TRABAJOS PUBLICADOS 
Primer artículo original 
Título: Local verification between the hematological analyzers Sysmex XN-series and 
XE-5000.  
Introducción: El objetivo de este estudio fue realizar una verificación del analizador 
de hematología Sysmex XN-2000 comparándolo con el anterior XE-5000. Este estudio 
evaluó la imprecisión y el arrastre en el XN-2000, el error sistemático entre ambos 
analizadores según el criterio de variabilidad biológica deseable, así como un estudio 
comparativo de alarmas. 
Revista: International Journal of Laboratory Hematology (Factor impacto 2016:2,03. 
Q3-44/70). 
 
Segundo artículo original 
Título: Stability of leukocyte research parameters over time on the Sysmex XN: How to 
quantify the changes in cell morphology 
Introducción: Los parámetros de investigación de la serie Sysmex XN proporcionan 
información sobre la morfología celular. El objetivo es cuantificar los cambios 
dependientes del tiempo en los parámetros convencionales y de investigación. 
Asimismo, se propone el cálculo de un factor de corrección en aquellos parámetros 
que sufren alteraciones significativas por pérdida de estabilidad.  
Revista: International Journal of Laboratory Hematology (Factor impacto 2018: 2,073. 
Q3-52/70). 
 
Tercer artículo original 
Título: Red blood cells and platelets conventional and research parameters: stability 
remarks before their interpretation. A method to quantify and correct time-dependent 
changes 
Introducción: En este estudio se analiza la estabilidad de los parámetros 
convencionales y de investigación en hematíes, reticulocitos y plaquetas, con el fin de 
cuantificar los cambios morfológicos que experimentan en función del tiempo. 
Finalmente se calcula un factor de corrección aplicable a todos aquellos parámetros 
que sufren alteraciones significativas en la estabilidad. 
Revista: Laboratory Medicine (Factor de impacto 2019: 1.084. Q4-23/29). 
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1. PRIMER ARTÍCULO 
1.1 ARTÍCULO ORIGINAL 
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En la tabla 1 del artículo original se adjuntan los resultados obtenidos en la 
imprecisión intradía, interdía y especificaciones deseables expresados como 
CV%. 
La imprecisión intradía viene determinada por los resultados obtenidos en los 
pacientes que han sido utilizados para su cálculo, con el objetivo de comprobar 
en qué situación se produce mayor dispersión de los parámetros. 
Arrastre 
El porcentaje de arrastre obtenido en leucocitos, plaquetas, hemoglobina, 
eritroblastos y reticulocitos queda recogida en la tabla 2 del artículo original. 
Comparación de métodos 
De las 260 muestras de pacientes de partida, tras estudio de casos aberrantes y 
eliminación de casos en los que se produjeron incidencias técnicas se han 
utilizado finalmente para el estudio de comparación de métodos un total de 
241 muestras de pacientes. 
En la tabla 3 del artículo original quedan recogidos los resultados obtenidos 
correspondientes al recuento de celularidad realizado por ambos analizadores. 
Las dos últimas columnas de la tabla muestran el porcentaje de error 
sistemático obtenido mediante gráficos de Bland Altman (RDM%=Porcentaje de 
diferencias relativas) y, a continuación, el límite de porcentaje de error 
sistemático deseado según la especificación de la variabilidad biológica 
(SEDEV%). De este modo podrá deducirse en qué parámetros se ha producido 
error sistemático, si éste supera al esperado y en cuánto porcentaje se 
diferencian. 
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Validez diagnóstica de alarmas 
La Tabla 4 del artículo original muestra la comparación de alarmas entre 
analizadores para blastos, linfocitos anormales, linfocitos atípicos y granulocitos 
inmaduros en 126 frotis de sangre. El XE-5000 emplea una alarma combinada 
Blast/Abnormal lynpho, es decir, dos tipos de resultados están en la misma 
alarma. Para simplificar el análisis hemos comparado estadísticamente la 
alarma combinada del XE-5000 con la alarma refleja de linfocitos anormales del 
XN, a pesar de no ser técnicamente la misma alarma. 
Se comprobaron las muestras que dieron alarmas contando cien células por 
cada frotis. Se consideraron las alarmas de linfocitos anormales como 
verdaderos positivos a todas aquellas muestras en las que, tras recuento al 
microscopio, se contabilizaron ≥1% de las siguientes células: células de Sézary, 
células de linfoma, células plasmáticas y tricoleucocitos (falsos positivos cuando 
<1% de estas células).  En cuanto a las alarmas de blastos y granulocitos 
inmaduros, se consideraron verdaderos positivos a todas aquellas muestras en 
las que se encontraron blastos o granulocitos inmaduros ≥1%. Las alarmas de 
linfocitos atípicos se consideran falsos positivos si los linfocitos reactivos son 
<5%.  
Encontramos que la sensibilidad para la detección de blastos en el XN-2000 es 
un 30% más alta que en el XE-5000. Sin embargo, la especificidad fue muy 
similar en los dos analizadores; aún asi, la eficiencia global fue 
significativamente mayor (P< 0.05) en el XN-2000. 
En el caso de la alarma de linfocitos anormales, observamos un 15% de 
sensibilidad más alta en el XE-5000. Sin embargo, la especificidad mostró 
mejores resultados en el XN-2000, por lo que la eficiencia global fue 
significativamente mejor en el XN-2000. 
Las tasas de sensibilidad, especificidad y eficiencia obtenidas para la alarma de 
linfocitos atípicos y granulocitos inmaduros fueron muy similares y no se 
encontraron diferencias significativas entre los dos analizadores (P>0.05). 
 
 
Tesis Doctoral                                         IRENE PEREZ CASAS                                                              81 
 
1.2.2 Discusión  
Imprecisión 
La imprecisión interserial en los parámetros de estudio es inferior al esperado 
por la especificación de la variabilidad biológica, excepto en el volumen 
corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media y concentración 
hemoglobina corpuscular media. Sin embargo, comparar estos parámetros 
según criterios de variabilidad biológica es muy estricto, por lo que 
consideramos que los resultados de imprecisión obtenidos no tienen relevancia 
clínica. 
La imprecisión intradía pone de manifiesto que la mayor dispersión de los datos 
se produce en patologías en las que se encuentra precisamente alterado el 
parámetro. Se deduce un comportamiento común en algunos parámetros, 
como en NRBC%, EOS%, BASO%, IG% y RET%: todos presentan imprecisiones 
muy elevadas. Esta situación se debe a que el porcentaje de estas células en la 
muestra es muy bajo, por lo que pequeñas variaciones en el recuento hacen 
que en el cálculo se produzcan imprecisiones elevadas. De modo que la 
imprecisión intradía, que sirve para comprobar la repetibilidad del método, 
aporta poca información en estos parámetros en los que se observa tanta 
dispersión.  
Arrastre 
Los resultados obtenidos en los parámetros analizados mostraron un 
porcentaje de arrastre dentro del rango 0.0-0.42%. Por lo tanto, puede 
concluirse que el analizador XN-2000 no manifiesta arrastre de células entre 
análisis de muestras. 
Comparación de métodos 
 
        82                                                       IRENE PEREZ CASAS                      Tesis Doctoral                                          
Tras haber evaluado los intervalos de confianza de la regresión de Passing 
Bablock y su concordancia con los obtenidos en el análisis de diferencias de 
Bland Altman, se observa diferencia significativa en algunos parámetros. De 
este modo, puede confirmarse la presencia de error sistemático proporcional 
en WBC, RBC, HGB, VCM, NEU%, MONO%, BASO% y IG%, si bien, esta 
diferencia fue superior al de las especificaciones de variabilidad biológica sólo 
en el caso de NEU% y BASO%. Por lo general, el error sistemático es de signo 
positivo, es decir, los recuentos celulares son mayores en XN-2000 que en XE-
5000, a excepción del MONO% en el que el nuevo analizador ha contado menor 
porcentaje de células que en el XE-5000.  
Los eritroblastos y granulocitos inmaduros, a pesar de no estar aún evaluados 
en la especificación de la variabilidad biológica, parece ser  que no presentan 
correlación alguna; podría ser debido a una de las nuevas mejoras de la serie 
XN que es capaz de realizar recuentos más fiables y sensibles para IG y 
eritroblastos. 
En la figura 1 del artículo original se observa la diferencia en el recuento de 
neutrófilos que se origina entre ambos analizadores. Del gráfico de Bland 
Altman y de la tabla 3 se deduce lo siguiente: 
 XN-2000 detecta y cuantifica neutrófilos a concentraciones cercanas al 
límite de detección, mientras que XE-5000 no. Esta situación se produce 
cuando el recuento de neutrófilos es inferior al 10%, es ahí donde mayor 
diferencia existe entre ambos analizadores. Lo que significa que XN-2000 
es más sensible para recuentos bajos de neutrófilos que el XE-5000. 
 XN-2000 no guarda correlación alguna con XE-5000 en el porcentaje de 
basófilos. La diferencia es de signo positivo, lo que significa que XN-2000 
hace un recuento mayor de basófilos que el XE-5000.  
Validez diagnóstica de alarmas 
Para las alarmas de linfocitos anormales y blastos la especificidad es mayor en 
el XN-2000, lo cual confirma que este analizador es más eficiente para este tipo 
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de alarmas. Esta ventaja podría mejorar el flujo de trabajo del laboratorio 
central donde se realiza este estudio. Sin embargo, no hemos encontrado una 
mejoría significativa en la detección de linfocitos atípicos y granulocitos 
inmaduros en el XN-2000. 
 
1.2.3 Conclusiones 
 La imprecisión interserial del autoanalizador Sysmex XN-2000 cumple con las 
especificaciones de variabilidad biológica. 
 La imprecisión intradía en cualquier paciente es muy elevada para los 
eritroblastos, eosinófilos, basófilos y granulocitos inmaduros.  
 El porcentaje de arrastre fue inferior al 0.5%, es decir, no existe arrastre de 
células entre análisis de muestras. 
 El error sistemático proporcional (RDM%) que muestra XN-2000 con XE-5000 es 
de signo positivo y supera al error sistemático de la especificación de la 
variabilidad biológica (SEDBV%) en el caso del volumen corpuscular medio, 
porcentaje de neutrófilos y porcentaje de basófilos, posiblemente debido a los 
avances tecnológicos de la nueva serie Sysmex XN. Sin embargo, parámetros 
que sí han mostrado muy buena correlación han sido el hematocrito, recuento 
de plaquetas y porcentaje de linfocitos y eosinófilos. 
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2.2 ANÁLISIS DEL ARTÍCULO EN CASTELLANO 
2.2.1 Resultados 
De los 32 parámetros de estudio recogidos en la tabla 2 del artículo original, 11 
sufrieron cambios significativos en la estabilidad, de los cuales 6 mostraron 
alteraciones a partir de las 4 horas tras su primer análisis. Los parámetros de 
recuento celular que peores características de estabilidad mostraron fueron los 
basófilos y los granulocitos inmaduros. Los parámetros de investigación que en 
mayor número de tiempos tras su llegada al laboratorio incumplieron los 
criterios de estabilidad fueron los relacionados con los neutrófilos y linfocitos; 
por el contrario, los parámetros de investigación de monocitos parecen mostrar 
mejores características de estabilidad. 
En la tabla 3 están recogidos los parámetros que sufrieron cambios 
significativos y la hora a partir de la cual se producen. Asimismo, hemos 
calculado el factor de corrección a partir de la hora que podría aplicarse. 
En el estudio de estabilidad de alarmas, de los 284 pacientes analizados, 217 no 
mostraron ninguna de las alarmas estudiadas desde la hora de llegada hasta las 
12 horas siguientes. Esto significa que el 76% del total de pacientes analizados 
no tenían alarmas en ninguno de los tiempos de análisis, por lo que la muestra 
de estudio no parece ser muy heterogénea. El estudio estadístico no mostró 
diferencias significativas tiempo dependientes. Los resultados se muestran en 
la tabla 4. 
2.2.2 Discusión 
Las muestras han sido procesadas en las condiciones habituales del laboratorio 
core donde trabajamos, es decir, las muestras son analizadas y almacenadas a 
temperatura ambiente. Los recuentos de leucocitos (WBC) y de células totales 
nucleadas (TNC) mostraron buenas características de estabilidad en cualquiera 
de los tres canales. Puesto que la muestra de estudio es la misma, los 
resultados sugieren que cualquiera de los tres tipos de reactivos y métodos de 
medición se comporta de la misma manera en términos de estabilidad.   
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En general, puede observarse como los parámetros de recuento celular no se 
ven afectados por el paso del tiempo (≤12horas), a excepción de los recuentos 
de menor proporción celular como son basófilos, granulocitos inmaduros y 
eosinófilos, en los que pequeños cambios de concentración originan gran 
dispersión de datos. Para conocer el comportamiento de estas células sería 
interesante que en otros estudios se incluyeran muestras con concentraciones 
altas en estos parámetros, para comprobar que siguen el mismo 
comportamiento de estabilidad. Sin embargo, la selección de muestras fue 
aleatoria, exceptuando la inspección inicial visual por la que descartamos la 
presencia de muestras lipémicas, ictéricas o hemolíticas. Además, tratamos de 
analizar muestras con recuentos en todo el rango de medición para la mayoría 
de parámetros convencionales. 
De todos los parámetros de investigación que informan de la intensidad y 
amplitud de dispersión celular, puede observarse como los monocitos no 
muestran ninguna variación en la señal de dispersión, lo que significa que su 
morfología y contenido celular es estable incluso después de las 12 horas tras el 
primer análisis.  
A diferencia de los monocitos, los parámetros de investigación de neutrófilos y 
linfocitos sí muestran cambios significativos tiempo dependientes. La 
intensidad de dispersión lateral (NE-SSC) y hacia adelante (NE-FSC) del área de 
los neutrófilos parecen ser de los parámetros que mayor variación sufren a 
partir de las 4h tras el primer análisis. NE-SSC es una medida de la granularidad, 
de manera que valores altos se corresponden con mayor granularidad y valores 
bajos con hipo-granularidad. La hiper-granularidad puede darse en procesos 
reactivos infecciosos o inflamatorios. Varios estudios han analizado la relación 
entre valores aumentados de NE-SSC y otros marcadores bioquímicos con el fin 
de predecir la sepsis (56-58), sobre todo si se trata de pacientes 
inmunocomprometidos en los que el número de leucocitos puede estar 
disminuido. Sin embargo, otros autores opinan que, a pesar de la neutrofilia, la 
producción de neutrófilos grandes, hipogranulares y rígidos conlleva a una 
reducción en la respuesta migratoria que desencadena el fracaso de la 
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respuesta inmunitaria y final instauración de la sepsis. Siguiendo esta línea 
Zonneveed et al. (59) concluyen la necesidad de crear un algoritmo diagnóstico 
junto con otros biomarcadores que permitan la identificación de neutrófilos 
con fenotipo hiperactivado de origen séptico que puedan diferenciarse de otros 
fenotipos de neutrófilos asociados a inflamación local u otras condiciones de 
reposo.  
Por otro lado, la hipogranularidad de los neutrófilos es un signo de displasia 
que puede observarse en el Síndrome Mielodisplásico (SMD). Anteriores 
estudios han publicado la utilidad del parámetro NE-SSC a niveles bajos en 
combinación con la presencia de citopenias y/o monocitosis como criterio de 
revisión del frotis (12,60,61) con el fin de aumentar la detección de SMD o de 
Leucemia Mielomonocítica Crónica (LMMC). Si observamos el porcentaje medio 
del cambio ( t%)  en el parámetro NE-SSC de la tabla 2 del artículo original, 
t%  parece disminuir con el paso del tiempo, esto significa que la granularidad 
disminuye de forma significativa a partir de las 4 horas. Esto puede originar dos 
situaciones: a) Falsos negativos en pacientes que se utiliza el parámetro auxiliar 
NEUT-SSC para comprobar si se trata de un proceso activo infeccioso o 
inflamatorio; b) Falsos positivos en pacientes sanos que muestran una falsa 
hipogranularidad en los neutrófilos que en combinación con otras citopenias 
requerirá ser comprobado mediante un frotis. En el primer escenario, se pierde 
información que puede ser valiosa en el seguimiento de pacientes en unidades 
de cuidados críticos o postquirúrgicos, así como durante tratamientos 
quimioterápicos. En el segundo escenario, se generará un aumento de la 
revisión de frotis que sobrecarga el flujo de trabajo sin aportar valor añadido, y 
el consecuente consumo de recursos materiales y de personal.  
Este estudio puede ser de utilidad para aquellos laboratorios que utilicen el 
parámetro NE-SSC como herramienta de apoyo al diagnóstico y en los que se 
trabaje con un impasse de tiempo entre extracción sanguínea y procesamiento 
de muestras. Para ello, proponemos añadir un factor corrector que multiplique 
la señal de dispersión del parámetro NEUT-SSC para todas aquellas muestras 
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que debido a la distancia entre el lugar de extracción y el laboratorio sufran un 
retraso en el análisis >4 horas. Este factor se puede incluir de manera 
automática en el software del analizador para todas aquellas muestras 
extraídas a cierta hora de la mañana y que no puedan analizarse antes de las 4 
horas. Sin embargo, este factor no es útil cuando las muestras requieren un 
frotis de sangre para describir en detalle la morfología celular, ya que las 
buenas prácticas recomiendan que los frotis de sangre se realicen lo antes 
posible después de la extracción de sangre (34,62). 
El parámetro de investigación NE-FSC también sufre cambios significativos a 
partir de las 6 horas tras su análisis inical; concretamente, los resultados 
obtenidos sugieren que el paso del tiempo vuelve a los neutrófilos células más 
grandes. Si observamos la tabla 3, NE-FSC sufre un aumento de tamaño de 
1.87%, aunque por el momento no sabemos si tiene relevancia clínica o si es de 
utilidad para algún otro estudio. 
Nos ha sorprendido la estabilidad del parámetro NE-SFL, esto puede significar 
que la cantidad y tipo de orgánulos celulares y ácidos nucleicos son estables en 
el tiempo.  
En la figura 1 puede observarse como los parámetros de investigación que 
informan de la morfología celular de los neutrófilos sufren cambios 
significativos mientras que el recuento permanece estable con el paso del 
tiempo.  
En el caso de los linfocitos, el parámetro LY-Y, que también refleja la intensidad 
de fluorescencia de los ácidos nucleicos y organelas celulares, sufre cambios de 
estabilidad significativos a las 4 horas. La señal de intensidad decrece alrededor 
del 2%; está variación podría observarse cualitativamente en el frotis, como 
previamente otros estudios han demostrado (40). 
La especificidad de las alarmas leucocitarias (tabla 4) es muy alta debido al 
elevado número de muestras con alarmas negativas (n = 217), por lo que la 
muestra de estudio no es demasiado heterogénea. Aparentemente, la peor 
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sensibilidad aparece en la alarma de desviación izquierda de la serie 
granulocítica (Left shift). Sin embargo, no existe una tendencia clara a lo largo 
del tiempo. El análisis estadístico sugiere que no existen diferencias 
significativas dependientes del tiempo en la desaparición de alarmas de 
leucocitos. Los datos sugieren que las alarmas no se ven afectadas con el 
tiempo, aunque debido a la falta de alarmas positivas en la muestra de estudio, 
sería interesante confirmar este resultado en futuros estudios que evalúen 
muestras con mayor número de alarmas. 
Las alarmas de tipo cualitativo de los autoanalizadores se programan en base a 
los resultados obtenidos en los parámetros de investigación, es decir, para 
avisar de la presencia de cierto tipo de células es necesaria la especificación de 
un punto de corte en el resultado de estos parámetros. A continuación, 
mediante algoritmos internos del equipo que analizan varios de estos 
parámetros simultáneamente, se emite definitivamente la alarma en cuestión.  
Teóricamente, la alteración de la estabilidad observada en los parámetros de 
investigación debería seguir el mismo comportamiento en las alarmas. Sin 
embargo, observamos una discrepancia en la estabilidad entre parámetros de 
investigación y alarmas. Como se ha dicho anteriormente, las alarmas se 
generan en base al resultado obtenido en varios parámetros de investigación 
simultáneamente, por lo que deberían de manifestar en todos esos parámetros 
la alteración en la estabilidad. En nuestro estudio no hemos encontrado 
alteraciones en todos los parámetros de investigación, quizás sea esta la causa 
de la discrepancia. A pesar de ello, al no conocer el algoritmo interno por el que 
se generan las alarmas de estudio, no podemos explicar esta discrepancia. 
2.2.3 Conclusiones 
Para concluir, los parámetros de investigación de neutrófilos y linfocitos que 
informan sobre la morfología de las células sufren cambios significativos 
dependientes del tiempo. Estos cambios se pueden observar mediante la 
inspección visual del frotis de sangre periférica, pero hasta ahora no se había 
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realizado una evaluación cuantitativa mediante parámetros de investigación. 
Asimismo, se puede aplicar un factor multiplicador para corregir estas 
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3. TERCER ARTÍCULO  
3.1 ARTÍCULO  ORIGINAL 
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3.2 ANÁLISIS DEL ARTÍCULO EN CASTELLANO 
 
3.2.1 Resultados 
En la tabla 2 del artículo original se muestran los parámetros de hematíes, 
reticulocitos y plaquetas estudiadas. En esta tabla podemos observar los 
parámetros más afectados a lo largo del tiempo. 
Los parámetros de investigación afectados significativamente por el tiempo se 
recogen en la tabla 3, junto con el factor de corrección y la hora a partir de la 
cual se encuentra alterado. 
De los 17 parámetros de estudio de la serie roja, 13 sufrieron cambios 
significativos en la estabilidad, de los cuales 8 lo hicieron incluso a las 4 horas 
tras su análisis inicial. Los parámetros relacionados con el recuento absoluto de 
hematíes y reticulocitos no parecen mostrar alteraciones de la estabilidad 
significativas en ninguna de las horas de estudio. Sin embargo, todos aquellos 
parámetros relacionados con la morfología (MCV, Micro-RBC, Macro-RBC, FRC), 
contenido celular (Hypo-He y RET-He) y grado de madurez en reticulocitos (LFR, 
MFR, HFR, RFI y RPI) muestran baja estabilidad tras su análisis inicial (tabla 2). 
De los 7 parámetros de estudio de la serie plaquetar, 2 sufrieron cambios 
significativos en la estabilidad. Los parámetros relacionados con el recuento de 
plaquetas, en cualquiera de los tres métodos de recuento celular (Impedancia, 
Óptica y Fluorescencia) no parecen mostrar alteraciones de la estabilidad 
significativas en ninguna de las horas de estudio. Sin embargo, el parámetro 
IPF, relacionado con la inmadurez plaquetar, muestra baja estabilidad a partir 
de las 2 horas. 
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3.2.2 Discusión 
Los parámetros de investigación de los eritrocitos pueden informar sobre su 
forma, tamaño y contenido de hemoglobina. Estos datos podrían ser útiles en 
el screening de anemias y detección de microangiopatías. 
Además de los parámetros convencionales de recuento celular, en los 
reticulocitos es interesante conocer el contenido de hemoglobina y su grado de 
inmadurez; en el caso de las plaquetas, el tamaño y grado de inmadurez. En 
ambas células, el grado de inmadurez es útil en el estudio de la respuesta de la 
médula ósea y se comporta como un marcador de respuesta rápida. Este 
parámetro es interesante porque se puede medir y monitorear 
cuantitativamente en varias patologías hematológicas. No obstante, para 
utilizarlo correctamente es necesario conocer sus condiciones de estabilidad 
para evitar conclusiones falsas sobre la respuesta clínica del paciente. 
Hematíes  
El recuento de hematíes realizado por impedancia muestra mejores 
características de estabilidad que el método óptico (a través del canal de 
reticulocitos). 
Varios estudios coinciden con la baja estabilidad observada en los parámetros 
clásicos de los eritrocitos relacionados con el tamaño (32,63,64). Los cambios 
en los eritrocitos debido al retraso en el análisis se pueden observar también en 
los parámetros de investigación que informan específicamente sobre la 
morfología y el contenido intracelular. En este caso, Micro-RBC y Macro-RBC, 
ambos parámetros de investigación, muestran baja estabilidad después de 4 
horas posteriores a la llegada al laboratorio. Sin embargo, como puede 
observarse en la figura 1, su comportamiento es antagónico; parece que el 
porcentaje de Macro-RBC aumenta con el tiempo mientras que el porcentaje 
de Micro-RBC disminuye. Esta situación puede causar una clasificación errónea 
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de hematíes microcíticos como normocíticos, así como de hematíes 
normocíticos como macrocíticos  (64). 
El parámetro de investigación que mide la presencia de eritrocitos 
fragmentados (FRC) es útil en el cribado de PTT, CID y microangiopatías. 
También se ha propuesto la monitorización de FRC para el seguimiento del 
trasplante de células madre y médula ósea (65-67). Se analiza a través del canal 
RET y se representa debajo del área de RBC en el diagrama de dispersión RET. 
Como se ha mencionado anteriormente, la señal FSC es más fuerte para las 
células más grandes y la intensidad de la luz fluorescente lateral (SFL) refleja el 
tipo y la cantidad de ácidos nucleicos. FRC se identifica en función del tamaño y 
el contenido de hemoglobina, pero es independiente de la forma y tamaño de 
los hematíes (68). Los FRC están localizados en esta área específica debido a la 
señal FSC y SFL. El FSC es menor que el de los hematíes intactos y el SFL es 
extremadamente bajo debido a la ausencia de ácidos nucleicos en los hematíes. 
En la figura 1 se puede observar cómo el porcentaje de FRC disminuye 
significativamente con el tiempo. Este comportamiento puede deberse a la 
interacción del anticoagulante y las membranas celulares a lo largo del tiempo. 
El anticoagulante altera las propiedades de la membrana celular y genera 
procesos de agregación que se identifican en el analizador como plaquetas 
grandes o como hematíes pequeños (68). 
El parámetro HYPO-He% representa el porcentaje de hematíes con un 
contenido de hemoglobina celular inferior a 17 pg, es decir, el porcentaje de 
hematíes hipohemoglobinizados. Es un marcador temprano para el diagnóstico 
de deficiencia de hierro antes del inicio de la anemia (69-71). Se obtiene del 
parámetro RBC-He, el cual es comparable al valor de hemoglobina corpuscular 
media (MCH). Contrastando nuestros resultados con otros estudios (72), hipo-
He% disminuye significativamente con el tiempo. No podemos concluir un 
comportamiento específico ya que este parámetro no es recomendado por las 
guías KDOQI, porque presenta baja estabilidad a temperatura ambiente y tiene 
comportamientos diferentes según el analizador utilizado (73,74). Con respecto 
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al parámetro Hyper-He% solo obtuvimos muestras con resultados en el rango 
de datos más bajo. 
Reticulocitos 
La señal de fluorescencia de los reticulocitos es proporcional al contenido de 
ARN; el contenido de ARN es proporcional a la inmadurez celular. Los 
parámetros que informan de la fluorescencia de los reticulocitos (LFR <MFR 
<HFR) muestran un comportamiento diferente y contradictorio. Por ejemplo, 
LFR parece disminuir con el tiempo, mientras que MFR y HFR aumentan. La 
magnitud del cambio en ti% es mayor en HFR que en LFR. Esta tendencia 
sugiere que los reticulocitos más inmaduros (HFR) tienen mayor probabilidad 
de experimentar un falso aumento. De acuerdo con este enfoque, Lippi et al. 
(64) encontraron el mismo comportamiento en los reticulocitos, pero 
concluyeron que el aumento observado en HFR después de 24 horas de 
almacenamiento puede ser debida a una interferencia, que consiste en una 
estimación al alza, probablemente derivada de leucocitos envejecidos o 
plaquetas. Sin embargo, las condiciones del estudio y los tiempos de análisis de 
nuestra investigación no son los mismos. 
El parámetro de la fracción de reticulocitos inmaduros (IRF) es un marcador de 
respuesta rápida y sensible de eritropoyesis; su utilidad junto con el parámetro 
del índice de producción de reticulocitos (RPI) ha sido probada en varios 
estudios para evaluar la recuperación de la médula ósea después de 
quimioterapia o trasplantes de médula ósea (25,75-78). De hecho, un aumento 
en el IRF predice el éxito del trasplante antes de que se pueda obtener el 
aumento en los recuentos absolutos de neutrófilos y reticulocitos totales 
(79,80). Si observamos la tabla 2, IRF y RPI sufren cambios de estabilidad 
significativos después de 4 horas desde el momento inicial de análisis. Como se 
muestra en la figura 2, ambos parámetros parecen aumentar con el tiempo. 
Esto podría generar falsos resultados de recuperación en médula ósea si la 
muestra de sangre no se analiza con prontitud. 
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Plaquetas 
El recuento de plaquetas muestra buenas características de estabilidad en cada 
tiempo de análisis y en los tres canales de análsis. Como la muestra del estudio 
es la misma, los resultados sugieren que cualquiera de los tres tipos de 
reactivos y canales de análisis se comporta igual en términos de estabilidad. 
Otro estudio revela resultados similares hasta las primeras 6 horas posteriores 
a la extracción a temperatura ambiente (81). 
Al igual que los reticulocitos, las plaquetas inmaduras pueden cuantificarse 
midiendo su fluorescencia. La fluorescencia es proporcional al contenido de 
ARN, y el contenido de ARN es mayor en las plaquetas inmaduras en contraste 
con las plaquetas maduras. El número de plaquetas inmaduras es un reflejo de 
la trombopoyesis. Un aumento del índice de plaquetas inmaduras (IPF) puede 
proporcionar una información de manera temprana de la destrucción 
plaquetaria en pacientes con púrpura trombocitopénica trombótica o púrpura 
trombocitopénica inmunitaria (82). Asimismo, podría ser un indicador 
temprano en la recuperación de médula tras un tratamiento quimioterápico o 
trasplante de médula (83-85). En estos pacientes, la predicción de la 
recuperación de la trombopoyesis podría reducir la transfusión profiláctica de 
plaquetas (86-88). El parámetro IPF es el único que sufrió cambios significativos 
en la estabilidad ≥2 horas tras su llegada al laboratorio. Nuestros resultados 
sugieren que IPF aumenta con el tiempo (figura 2) y puede dar resultados falsos 
de recuperación de la trombopoyesis, como se observó en otros estudios que 
utilizaron una temperatura de almacenamiento de 4° C (89,90). 
La Tabla 3 muestra los factores de corrección junto con el tiempo a partir del 
cual se pueden aplicar. Para validar los factores de corrección hemos realizado 
un post-análisis aplicando los factores sobre las muestras originales en 
diferentes tiempos para comprobar que los resultados dados se acercan más a 
los valores originales que a los valores medidos en esos mismos tiempos. En 
nuestra serie de datos, hemos observado que la desviación estándar (DE) del 
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porcentaje medio del cambio influye en la validez de la aproximación 
matemática. Para aquellos parámetros que muestran una DE <7, el modelo ha 
demostrado dar un resultado más preciso que el valor medido en tiempos 
posteriores al de inicio de análisis, mientras que para aquellos que muestran 
una mayor dispersión, el factor puede dar un resultado peor que el valor dado 
por el analizador en el momento de la medición. Un inconveniente de este 
estudio es que se desconoce el momento exacto de extracción de la muestra, si 
bien fueron analizados dentro de la primera hora tras la venopunción, por lo 
que el cálculo del factor de corrección aquí sugerido debe entenderse como un 
enfoque metodológico a ser estudiado en mayor detalle si la intención es la de 
aplicarse de manera sistemática. 
En resumen, los parámetros de hematíes, reticulocitos y plaquetas que 
informan sobre la morfología e inmadurez de las células sufren cambios 
significativos dependientes del tiempo. Estos parámetros se utilizan para 
evaluar la respuesta de la médula ósea en tratamientos de quimioterapia y 
trasplantes de médula. En nuestro centro, las muestras de sangre de estos 
pacientes suelen ser analizadas antes de 1 hora tras la punción venosa, ya que 
se encuentran en el mismo hospital donde se extrae la muestra. Por lo tanto, 
en nuestra práctica clínica, no es necesario estimar un factor de corrección para 
estos parámetros. Sin embargo, sigue siendo importante y necesario conocer 
las condiciones de estabilidad para aplicar estos parámetros en centros donde 
las muestras no se procesan de forma inmediata. 
 
3.2.3 Conclusiones 
Para concluir, no se recomienda utilizar parámetros que informen sobre la 
inmadurez o morfología de las células si las muestras de sangre no se analizan 
de inmediato, sobre todo si la intención es evaluar la respuesta al trasplante de 
médula ósea, o monitorizar el tratamiento de quimioterapia y de la PTI. En este 
caso, podría aplicarse un factor de corrección. 
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IX. CONCLUSIONES 
1. CONCLUSIONES ESPECÍFICAS 
 
1.1 PRIMER ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN 
Mediante esta publicación se concluye: 
 La imprecisión interserial del analizador Sysmex XN 2000 cumple con las 
especificaciones de la variabilidad biológica. 
 Tras realizar el estudio de comparación de métodos entre los analizadores 
Sysmex XE-5000 y Sysmex XN-2000 se encontraron diferencias significativas en 
algunos parámetros. Sin embargo, estas diferencias fueron superiores a las 
especificaciones de la variabilidad biológica sólo en el caso de los neutrófilos y 
basófilos. Por lo general, estas diferencias son de signo positivo para el nuevo 
analizador XN-2000, lo que significa que realiza recuentos más sensibles. 
Asimismo, consideramos que estas diferencias no suponen un cambio 
importante entre dos mediciones consecutivas, es decir, basándonos en la 
evolución clínica del paciente, son cambios que no presentan relevancia clínica. 
 De manera global, encontramos mejores tasas de especificidad para las alarmas 
estudiadas en el analizador XN-2000, lo que se traduce en una mejora del flujo 
de trabajo.   
 
1.2 SEGUNDO ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN 
Mediante esta publicación se concluye: 
 A excepción de los eosinófilos, basófilos y granulocitos, el resto de parámetros 
convencionales de la serie leucocitaria mostraron buenas características de 
estabilidad.  
 Varios parámetros de investigación de los neutrófilos y linfocitos que informan 
de la morfología celular sufren cambios significativos dependientes del tiempo 
con respecto a la estabilidad.  
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 El estudio de estabilidad de alarmas de la serie leucocitaria no mostr 
diferencias significativas por el retraso en el análisis de las muestras. No 
obstante, la falta de alarmas positivas en la muestra de estudio no permite 
concluir que las alarmas sean estables en el tiempo.  
 Las muestras que no presentaron alarmas de leucocitos en un análisis inicial no 
dieron nuevas alarmas de leucocitos en las siguientes horas de estudio, lo que 
significa que el retraso en el análisis no genera nuevas extensiones a revisar 
según nuestra muestra de estudio. 
 A pesar de encontrar alteraciones en la estabilidad de los parámetros de 
investigación, no hemos encontrado este mismo comportamiento en las 
alarmas cualitativas de tipo leucocitario estudiadas en la misma muestra de 
estudio. 
 
1.3 TERCER  ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN 
Mediante esta publicación se concluye: 
 Los parámetros convencionales mostraron ser estables en el tiempo a 
excepción del volumen corpuscular medio, la fracción de reticulocitos 
inmaduros y fracción de plaquetas inmaduras. 
 Los parámetros de investigación que informan de la morfología de eritrocitos y 
de la inmadurez de reticulocitos no son estables en el tiempo. 
 No se recomienda utilizar parámetros que informen sobre la inmadurez o 
morfología de hematíes y plaquetas si las muestras de sangre no se analizan de 
inmediato. 
 
2. CONCLUSIONES GENERALES 
 La estabilidad evaluada en varios parámetros de investigación ha permitido 
cuantificar los cambios que sufren las células debidos al retraso en el análisis, 
que, hasta ahora, sólo podían advertirse de manera cualitativa mediante la 
observación del frotis de sangre al microscopio.  
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 El cálculo del factor de corrección aquí sugerido debe entenderse como un 
enfoque metodológico a ser estudiado en mayor detalle si la intención es la de 
aplicarse de manera sistemática. 
 Varios parámetros convencionales y de investigación estudiados en esta tesis 
muestran la falta de estabilidad que sufren las muestras de sangre-EDTA para la 
evaluación del hemograma, por lo que consideramos que el actual sistema de 
procesamiento de muestras implantado en el laboratorio clínico de este 
estudio afecta a la calidad de resultados del hemograma. 
  
 















Tesis Doctoral                                         IRENE PEREZ CASAS                                                              121 
X. LIMITACIONES 
Esta tesis doctoral utiliza muestras comunes en los tres estudios. Por ejemplo, la 
imprecisión intradía e interserial es la misma en los tres trabajos, lo que significa que 
las limitaciones en estos análisis son las mismas para los tres artículos.  
A continuación, nombramos las siguientes limitaciones a tener en cuenta en futuras 
investigaciones: 
1. PRIMER ARTÍCULO 
1.1 La imprecisión intradía pone de manifiesto un comportamiento común en 
algunos parámetros, como en NRBC%, EOS%, BASO%, IG% y RET%: todos presentan 
imprecisiones muy elevadas. Esta situación se debe a que el porcentaje de estas 
células en la muestra es muy bajo, por lo que pequeñas variaciones en el recuento 
hacen que en el cálculo se produzcan imprecisiones elevadas. De modo que la 
imprecisión intradía, que sirve para comprobar la repetibilidad del método, aporta 
poca información en estos parámetros en los que se observa tanta dispersión.  
 
1.2 La prueba de Kolmogorov-Smirnov mostró una población con distribución 
normal sólo en los parámetros de hematíes y neutrófilos. La falta de normalidad 
en leucocitos y plaquetas podría explicarse por la alta proporción de pacientes de 
Hematología y Oncología incluidos en el estudio (aproximadamente el 40%), de los 
cuales muchos recibieron transfusión de sangre con concentraciones normales de 
eritrocitos, pero aún con un recuento diferencial muy distorsionado. Sin embargo, 
el posterior análisis de correlación mediante Passing Bablock es un test robusto 
para muestras que no siguen una distribución normal. 
1.3 Otra desventaja encontrada durante la recolección de muestras es la dificultad 
para obtener una amplia variedad de concentraciones en algunos parámetros 
como eritroblastos o granulocitos inmaduros. A pesar de eso, hemos empleado una 
metodología estadística completa para minimizar el error y evitar malas 
interpretaciones.  
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1.4 No hemos realizado un estudio detallado comparativo con recuentos 
plaquetarios bajos entre los dos analizadores, aunque otros estudios mostraron 
una mayor precisión para el XN-2000 debido al canal de plaquetas por 
fluorescencia. Podría ser de interés precisamente en pacientes trombocitopénicos 
en los que es relevante la toma de decisiones clínicas relacionadas con un aporte 
transfusional. 
2. SEGUNDO ARTÍCULO 
2.1 Un inconveniente de este estudio es que se desconoce el momento exacto de 
extracción de la muestra, por lo que, aunque fueron analizadas dentro de la 
primera hora tras la venopunción, el cálculo del factor de corrección que se 
propone en esta tesis es sólo una propuesta metodológica. 
 
2.2 Para el estudio de estabilidad de alarmas de leucocitos no se realizó un frotis 
sanguíneo para comprobar la ausencia/presencia de la alarma, por lo que 
consideramos como valor verdadero al resultado inicial de análisis a tiempo cero. 
 
2.3 Para el estudio de estabilidad de alarmas de leucocitos del total de pacientes 
inicial (n=284), 217 no presentaron ninguna alarma en ninguna de las horas de 
análisis. Esto significa, por un lado, que la ausencia de alarmas es estable en el 
tiempo, es decir, no se generan nuevas alarmas cualitativas de leucocitos con el 
retraso en el análisis. Sin embargo, la falta de pacientes con alarmas positivas ha 
hecho que no encontremos una tendencia clara del comportamiento de las 
alarmas positivas.  
3. TERCER ARTÍCULO 
3.1 Tal como se ha comentado en el punto 2.1, con el sistema de información que 
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XI. PROYECCIONES 
Los hallazgos encontrados en esta tesis doctoral junto con sus limitaciones podrían 
generar los siguientes trabajos: 
 
 Estudio de estabilidad de los parámetros del hemograma en las condiciones 
habituales de trabajo del laboratorio clínico conociendo la hora exacta de 
extracción de la muestra. Para realizar este estudio habría que imitar las 
condiciones habituales de transporte y procesamiento de muestras. Para ello, 
debería de realizarse el primer análisis de la muestra en el lugar de extracción 
y, a continuación, ser trasportada por los dos tipos de medios de transporte por 
los que las muestras llegan al laboratorio: por tubo neumático y por vehículo 
motor. Hallar un factor de corrección en los parámetros que sufren 
alteraciones significativas y evaluar si tras su aplicación se obtienen resultados 
más cercanos a la medida inicial.   
 Con las mismas condiciones anteriormente citadas, realizar un estudio de 
estabilidad con mayor número de alarmas en las tres series de células y con 
mayor número de muestras con alarmas positivas. 
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XII. IMPLICACIONES 
Esta tesis es un análisis de las condiciones habituales de trabajo del laboratorio clínico 
del Hospital Donostia, el cual comparte similares características y formas de trabajo 
con otros laboratorios de referencia. Es un estudio de estabilidad de las muestras del 
hemograma por medio del cual trata de evaluarse las consecuencias de un retraso en 
el análisis de las muestras. 
En esta tesis se analizan tres tipos de parámetros del hemograma: los parámetros 
convencionales, los parámetros clínicos avanzados y los parámetros de investigación. 
Uno de los hallazgos encontrados en el segundo y tercer artículo de investigación de 
esta tesis muestra como sí existen diferencias significativas en términos de estabilidad 
entre estos tipos de parámetros.  
Como se ha explicado anteriormente, los parámetros de investigación informan de la 
madurez y morfología celular, de modo que, gracias a los hallazgos encontrados en 
este trabajo es posible cuantificar los cambios que se producen en las células debidas 
al paso del tiempo por medio de la tecnología disponible en el actual laboratorio 
clínico. Esta cuantificación permite hallar un factor de corrección que podría aplicarse 
a aquellos parámetros que sufren cambios significativos debidos a la pérdida de 
estabilidad. 
Es la primera vez que se publica un estudio de estabilidad de los parámetros de 
investigación de leucocitos. Además, es la primera vez que se publica sobre 
parámetros de serie roja y plaquetar basándose en criterios de calidad; esto significa 
que es un estudio en el que se tiene en cuenta la imprecisión del método, así como la 
variabilidad biológica. 
Por medio de este trabajo se ha conseguido cuantificar las variaciones morfológicas 
que sufren las células como consecuencia de un retraso en el análisis de las muestras. 
Hasta el momento, estos cambios solo podían medirse cualitativamente mediante el 
frotis de sangre, pero gracias al acceso a la información que ofertan los parámetros de 
investigación pueden medirse estos cambios de manera cuantitativa. 
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Por medio del primer artículo de investigación puede concluirse, en términos 
generales de comparación de métodos, que el primer analizador (XE-5000) con el que 
se generó la hipótesis y el segundo analizador (XN-2000) con el que se realizó el 
estudio de estabilidad de las muestras son ambos intercambiables. 
En relación al segundo y tercer artículo de investigación, puede concluirse que las 
muestras de pacientes de sangre total-EDTA sufren alteraciones significativas debidas 
al retraso en el análisis en varios de los parámetros convencionales y de investigación 
del hemograma. Esto se traduce en una disminución de la calidad en la entrega de 
resultados. 
En resumen, el actual sistema de procesamiento de muestras implantado en el 
laboratorio clínico de este estudio afecta a la calidad de resultados del hemograma. 
Para evitar esta situación se sugieren dos posibles soluciones: 
 Modificar el sistema de transporte y entrega de muestras al laboratorio para 
analizar las muestras con mayor prontitud. 
 Incluir en el sistema informático de laboratorio o bien en el software del analizador 
un factor de corrección para aquellos parámetros que sufren alteraciones 
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Esta tesis es un análisis de las condiciones habituales de trabajo del laboratorio clínico de un 
hospital universitario de nivel terciario, el cual comparte similares características y formas de 
trabajo con otros laboratorios de referencia. Es un estudio de estabilidad de las muestras del 
hemograma por medio del cual trata de evaluarse las consecuencias de un retraso en el análisis 
de las muestras.  
 
En esta tesis se analizan tres tipos de parámetros del hemograma: los parámetros 
convencionales, los parámetros clínicos avanzados y los parámetros de investigación. Uno de 
los hallazgos encontrados en el segundo y tercer artículo de investigación de esta tesis muestra 
como sí existen diferencias significativas en términos de estabilidad entre estos tipos de 
parámetros. Los parámetros de investigación son propios de cada analizador y su casa 
comercial; informan de la madurez y morfología celular, de modo que, gracias a los hallazgos 
encontrados en este trabajo es posible cuantificar los cambios que se producen en las células 
debidas al paso del tiempo por medio de la tecnología disponible en el actual laboratorio 
clínico. Esta cuantificación permite hallar un factor de corrección que podría aplicarse a 
aquellos parámetros que sufren cambios significativos debidos a la pérdida de estabilidad.  
 
Por medio de este trabajo se ha conseguido cuantificar las variaciones morfológicas que sufren 
las células como consecuencia de un retraso en el análisis de las muestras teniendo en cuenta 
la imprecisión del método y la variabilidad biológica. Hasta el momento, estos cambios sólo 
podían medirse cualitativamente mediante el frotis de sangre, pero gracias al acceso a la 
información que ofertan los parámetros de investigación pueden medirse estos cambios de 
manera cuantitativa. 
 
